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2 Estados Unidos de América us 61/492,248 01.06.2011
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1

l

1

1

| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS 1‘

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicas de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen. l\

] sl [x ] NO \

l
Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente. |

|
12 ’ DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

|
]
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de|
comunidades indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina. ll

l

] s [x] NO
Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certiﬁcadb, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente. E
|

13 | REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente. il

[ s [x] no |
Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econdmicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a que
se refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento. |

{
Micro, pequeiias y medianas empresas ~Universidades publicas o privadas Entidades sin animo de Iuilzro

l
Copia simple de la declaracion de renta Copia acto de reconocimiento Copia de registro vigente en Camara de

del afioc inmediatamente anterior, o en institucional emitido por el Ministerio COomercio. 1
su defecto prueba documenta! idénea. de Educacién. Acreditacion |
Colciencias. |

Documento de constancia de
cumplimiento con lo establecido en la
ley 905 de 2004.

Hoja de informacién complementaria.

l
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NO |

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA Sl

X

\
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos |para las

hotificaciones en linea a través de Internet de fos actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio
nue deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de internet.
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DEED OF ASSIGNMENT

l

1

\

\1

PARTIES: ' 11
q

(1) Lawrence lrwin Glass, also known as Larry Glass, a resident of 7410 Piney Branch Road, Tak \ma
Park, Maryland 20912, U.S.A. (“First Inventor”); 1
o l
(2) Michael John Bickerdike, a resident of 41 Waimarie Street, St. Heliers, Auckland, New Zealand
{“Second Inventor”}; and |
(3)

Michael Frederick Snape, a resident of Throwsters, Wonersh, Surrey GU5 OPF, G.B. ("Terd
Inventor”); |

together referred to as “Inventors”; and

(4)

Neuren Pharmaceuticals Limited, a New Zealand company, having a place of business at
Level 1, 59 Wellington Street, Freemans Bay, Auckland, New Zealand {“Assignee”);

|
1
l
|
l
!
each referred to as a “Party” and collectively the “Parties”. . ll
COVENANTS \1

l

WHEREAS, the Inventors have created certain new inventions and have filed the following application
{“the Patent Applications”) disclosing the inventions:

5
|
l
l

(a) Title: ’ Treatment of Autism Spectrum Disorders Using Glycyl-L-2-MethylProlyl-L-

. Glutamic Acid \
Application No.: PCT/US2012/000047 |
International |
Publication No.: wW02012/102832
Filing Date: 27 January 2012
Ref No.: 1018W03

(b) Title: Treatment of Autism Spectrum Disorders Using Glycyl-L-2-MethylProlyl-L-
Glutamic Acid .

Application No.: No. 13/699,087

Filing Date: 20 November 2012

Ref No.: 1018US16

WHEREAS the Assignee wishes to acquire the entire right, title and interest in and to: (a) the Patent
Applications and (b) the inventions disclosed in them, together with all embodiments of the inventions,
and any improvements in, modifications of or additions to the inventions, conceived, made or
discovered jointly or severally by the Inventors, while employed by the Assignee or under a commission

and all patents, certificates of invention, other governmental grants and other forms of protection which

may exist or come into existence in relation to the Inventions in any country.of the world {collectively
referred to as "the Patents").

WHEREAS the Assignee has requested the Inventors to execute this Deed of Assignment.

1018WO3/Joint to Corporate Assignment.doc 16f5
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WHEREAS the First Inventor and the Second Inventor are the employees of the Assignee and they have
invented the Inventions in the course of their employment.

WHEREAS the Third Inventor is a contractor to the Assignee and he has invented the Inventions in the
performance of services for the Assignee, under a commission for money or money’s worth,

NOW THEREFORE, for good and valuable consideration, acknowledged by each of the Inventors to l+ave
been received in full from the Assignee:

1. Each of the Inventors hereby sells, assigns, transfers and conveys to the Assignee,|the
entire right, title and interest: 1
{a) in and to the Inventions;
{b) in and to the Patent Applications together with any future Patent(s) granted on the Patent
Applications;
{c) to apply for Patents in any or all countries of the world;
“(d) in and to any and all applications for Patents filed anywhere in the world, including, witﬁout

limitation, the entire right, title and interest in each and every divisional, continuation,
continuation-in-part, supplementary protection application or additional application filed or any
applications for Patents filed pursuant to any international convention, treaty, agreement or

understanding; : i
(e) in and to any and all future Patents granted on applications referred to in paragraph (d) abové;
{f) in and to each and every reissue or extension of any and all Patents referred to in paragraphs {b}
and (e) above; and
(@) in and to each and every Patent claim resulting from a reexamination certificate for any and all

Patents referred to in paragraphs (b) and (e) above. 1

2. The assignment effected in Clause 1 above includes, without limitation, the assignment
of the right to sue for damages and for any legal and equitable remedies in respect of all causes of
action arising before, on or after the date of this Deed in relation to any right, title and interest
conveyed in this Deed.

3. Each Inventor hereby covenants and agrees to cooperate with the Assignee to enable
the Assignee to enjoy to the fullest extent the right, title and interest conveyed in this Deed. Sdph
cooperation by the Inventors shall include prompt production of pertinent facts and documents, giving
of testimony, executing of petitions, oaths, specifications, declarations or other papers, and other
assistance, all to the extent deemed necessary or desirable by the Assignee: '
(a) to perfect in the Assignee the right, title and interest conveyed in this Deed; ,

(b} to comply with any duty of disclosure;
(c) to prosecute the Patent Applications;
(d) to file and prosecute any applications for Patents including, without limitation, any divisional,

continuation, continuation-in-part, supplementary protection or additional application or any
application for Patents filed pursuant to any international convention, treaty, agreement or

understanding; . 1

{e) to file and prosecute applications for reissue of any of the Patents; -
(f) for interference or other priority proceedings involving the Inventions; or !
(g) for legal proceedings involving the Inventions and any patent applications therefor and any

Patents granted thereon, including, without limitation, opposition proceedings, cancellation
proceedings, priority contests, public use proceedings, reexamination proceedings, compulsory
licensing proceedings, infringement actions and court actions;

provided, however, that the expense incurred by said Inventors in providing such cooperation shall be
paid for by the Assignee, - '

4. Each of the Inventors hereby irrevocably appoints the Assignee as his or her attorney
with full power to act in his or her name and on his or her behalf in fulfilling any of the obligations set
out in Clause 3 if:

1018WO3/Ioint to Corporate Assignment.doc 20f5



(a) the Inventor fails to do any of the acts set out in Clause 3, after being requested to do so by the
Assignee; or '

(b} if the Assignee is unable, after making reasonable and proper inquiries, to locate the Inventor to
request the fulfillment of his or her obligations under Clause 3, '

5. The Inventors agree to treat as confidential all information relating to the Inventions,
and shall not use, disclose or publish the same without the express prior written consent of the
Assignee. Such obligation shall not extend to information which already is in or which enters the public
domain through no fault of the Inventors. The Inventors agree to seek prior clearance from the
Assignee in any case of uncertainty.

6. The terms and covenants of this Deed of Assignment shall inure to the benefit of the
Assignee, its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon the
Inventors, their respective heirs, legal representatives and assigns.

7. The Inventors hereby jointly and severally warrant and represent that they have not
entered and will not enter into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

8. The Inventors acknowledge that:

(a) the Assignee has recommended that each of them seek independent legal advice regarding
whether or not te enter into this Deed of Assignment;

(b} they had the opportunity to do so, prior to signing this Deed; and

(c) if they elect not to seek legal advice, they understand and acknowledge that they take
responsibility for their decision.

9. Waiver: No failure or delay by any Party in exercising any right, power or privilege
under this Deed will operate as a waiver of such right, power or privilege, nor will any single or partial
exercise preclude any other or further exercise of any right, power or privilege under this Deed.

10. Entire agreement: This Deed contains the whole of the contract and understanding
between the Parties relating to the matters covered by it and supersedes all prior representations,
agreements, statements and understandings between the Parties relating to those matters, whether
verbal or in writing.

11. Counterparts: This Deed may be executed in counterparts, all of which together shall
be considered a single instrument. The Parties acknowledge that this Deed may be executed on the
basis of an exchange of electronic copies and confirm that their respective execution of this Deed by
such means will be a valid and sufficient execution.

12. Governing law: The formation, validity, construction and performance of this Deed will
be governed and construed in accordance with the laws of New Zealand. The Parties irrevocably agree
that the Courts of New Zealand will have non-exclusive jurisdiction to hear and determine all disputes
under or in connection with this deed. The Parties irrevocably waive any objections to New Zealand as
the forum for proceedings on the grounds of forum non-conveniens or any similar grounds.
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IN WITNESS WHEREOF, thé Parties have executed this instrument as a DEED on the last date
given below:

Signed by Lawrence Irwin Glass

(1)

Signature Date

In the presence of:

(1) Witness Signature:

Date

(1) Name (Printed):

{1) Occupation:

(1) Address:

Signed by Michael John Bickerdike

Signature Date

In the presence of:

Witness Signature:

Date
Name (Printed):

Occupation:

Address:

Signed by Michael Frederick Snape

W\N&@ | }
23" May 2013

Signature v Date
In the presence of: :
Witness Signature: Kose Sﬂ?@& 23" May 2013
r Date

Name {Printed): Rose Snape_-

Occupation;_Social Worker

Address: Throwsters Wonersh Surrey GUS OPF GB
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Signed on behalf of Neuren Pharmaceuticals Limited by:

Signature of Director

Name of Director

In the presence of:

Witness Signature

Date

Date

Name {Printed):

Occupation:

Address:

1018W0O3/Joint to Corporate Assignment.doc 50of5




DEED OF ASSIGNMENT

|

|

PARTIES: ll
I

{1) Lawrence lrwin Glass, also known as Larry Glass, a resident of 7410 Piney Branch Road, Takoma
Park, Maryland 20912, U.S.A. (“First inventor”); I

|
4
|

Le

Michael Frederick Snape, a resident of 111 Thorkhili Road, Thames Ditton, Surrey KT7 QUW, ¢
{“Third Inventor”);

Michael John Bickerdike, a resident of 41 Waimarie Street, St. Heliers, Auckland, New Zealan
(“secend Inventor”); and

(2)

(3)

together referred to as “Inventors”; and

Neuren Pharmaceuticals Limited, a New Zealand company, having a place of business at

J

|

|

I

@) |
Level 1, 59 Wellington Street, Freemans Bay, Auckland, New Zealand (“Assignee”); |
|

I

|

!

I

each referred to as a “Party” and collectively the “Parties”,

COVENANTS |

WHEREAS, the Inventors have created certain new inventions and have filed the following applications
{“the Patent Applications”) disclosing the inventions: |

Treatment of Autism Spectrum Disorders Using Glycyl-L-2-MethylProlyl-L:

{2} Title:

Glutamic Acid |
Application No.: PCT/US2012/000047 1
International . 1
Publication Mo.:  W02012/102832 II
Filing Date: 27 January 2012 |
Ref No.: 1018W03 l
{b) Title: Treatment of Autism Spectrum Disorders Using lecyl-l.-z-MethylProly!-i_l.-

Glutamic Acid |
ApplicationNo.:  No, 13/699,087 |
Flling Date: - 20 November 2012 ' f
RefNo.: 1018US16 -

WHEREAS the Assignee wishes to acquire the entire right, title and interest in and to: (a} the Patent
Applications and (b) the inventions disclosed in them, together with all embodiments of the invléntions,
and any improvements in, modifications of or additions to the inventions, conceived, made or
discovered jointly or severally by the inventors, while employed by the Assignee or under a commission
for money or money’s worth from the Assignee (collectively referred to as “the Inventions"), and {c) any
and all patents, certificates of invention, other governmental grants and other forms of protectidn which
may exist or come into existence in relation to the Inventions in any country of the world (co!lectively

referred to as "the Paten "), . |
WHEREAS the Assignee has requested the Inventors to execute this Deed of Assignment. I!

1018WO3/Joint to Corporate Assignment.doc 10f5
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. cooperation by the Inventors shall include prompt production of pertinent facts and documents, giving

WHEREAS the First Inventor and the Second Inventor are the employees of the Assignee and they have
invented the Inventions in the course of their employment.

WHEREAS the Third Inventor Is a contractor to the Assignee and he has invented the Inventions in the -
performance of services for the Assignee, under a commission for money or money’s worth.

NOW THEREFORE, for good and valuable consideration, acknowledged by each of the nventors to have
been received in full from the Assignee:

1. . Each of the Inventors hereby sells, assigns, transfers and conveys to the Assignee, the
entire right, title and interest:
(a) © inand to the inventions;

(b) in and to the Patent Applications together with any future Patent(s) granted on the Patent
Applications;

(c) to apply for Patents in any or all countries of the world; , o

(d) in and to any and all applications for Patents filed anywhere in the world, including, without '
limitation, the entire right, title and interest in each and every divisional, continuation,
continuation-in-part, supplementary protection application or additional application filed or any .
applications for Patents filed pursuant to any international convention, treaty, agreement or
understanding;

(e) in and to any and all future Patents granted on applications referred to in paragraph (d} above;

f) in and to each and every reissue or extension of any and all Patents referred to in paragraphs (b)
and (e) above; and

{g) in and to each and every Patent claim resulting from a reexamination certificate for any and all

Patents referred to in paragraphs (b} and (e) above.

2. The assignment effected in Clause 1 above includes, without limitation, the assignment
of the right to sue for damages and for any legal and equitable remedies in respect of all causes of
action arising before, on or after the date of this Deed in relation to any right, title and interest
conveyed in-this Deed. ?

3. Each Inventor hereby covenants and agrees to cooperate with the Assignee to enable
the Assignee to enjoy to the fullest extent the right, title and interest conveyed in this Deed. Such

of testimony, executing of petitions, oaths, specifications, declarations or other papers, and other

assistance, all to the extent deemed necessary or desirable by the Assignee:

{a) to perfect in the Assignee the right, title and interest conveyed in this Deed;

(b) to comply with any duty of disclosure;

{c) to prosecute the Patent Applications;

{d) to file and prosecute any applications for Patents including, without limitation, any divisional, :
continuation, continuation-in-part, supplementary protection or additional application or any
application for Patents filed pursuant to any international convention, treaty, agreement or |
understanding; ) ’

{e) to file and prosecute applications for reissue of any of the Patents;

f for interference or other priority proceedings involving the Inventions; or

{g) for legal proceedings involving the inventions and any patent applications therefor and any
Patents granted thereon, including, without limitation, opposition proceedings, cancellation
proceedings, priority contests, public use proceedings, reexamination proceedings, compulsory
licensing proceedings, infringement actions and court actions;

provided, however, that the expense incurred by said Inventors in providing such cooperation shall be
paid for by the Assignee. .

4, - ‘ Each of the Inventors hereby irrevocably appoints the Assignee as his or her attorney
with full power to act in his or her name and on his or her behalf in fulfilling any of the obligations set
out in Clause 3 if:
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{a) the Inventor fails to do any of the acts set out in Clause 3, after being requested to do so by the
Assignee; or ‘

(b) if the Assignee is unable, after making reasonable and proper inquiries, to locate the lnventor 1o
request the fulfillment of his or her obligations under Clause 3. !

5. The Inventors agree to treat as confidential all information relating to the Inventions,
and shall not use, disclose or publish the same without the express prior written consent f the
Assignee. Such obligation shall not extend to information which already is in or which enters the public
domain through no fault of the Inventors. The Inventors agree to seek prior clearance from the
Assigniee in any case of uncertainty. l

6. The terms and covenants of this Deed of Assignment shali inure to the benefit of the
Assignee, its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon the
inventors, their respective heirs, legal representatives and assigns. !

7. The Inventors hereby jointly and severally warrant and represent that they ha\le not
entered and will not enter into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith. ‘

8. The Inventors acknowledge that:
{a) the Assignee has recommended that each of them seek independent legal advice regarding

whether or not to enter into this Deed of Assignment;

{b) they had the opportunity to do so, prior to signing this Deed; and ‘L
{c) if they elect not to seek legal advice, they understand and acknowledge that they take

responsibility for their decision.

9. Waiver; No failure or delay by any Party in exercising any right, power or pJ‘iviIege
under this Deed will operate as a waiver of such right, power or privilege, nor will any single or partial
exercise preclude any other or further exercise of any right, power or privilege under this Deed.

10. Entire agreement: This Deed contains the whole of the contract and understanding
between the Parties relating to the matters covered by it and supersedes all prior representations,
agreements, statements and understandings between the Parties relating to those matters, whether
verbal or in writing. ‘

11, Counterparts: This Deed may be executed in counterparts, all of which together shall
be considered a single instrument. The Parties acknowledge that this Deed may be executed on the
basis of an exchange of electronic copies and confirm that their respective execution of this Dbed by
such means will be a valid and sufficient execution.

12, Governing law: The formation, validity, construction and performance of this DJed will
be governed and construed in accordance with the laws of New Zealand. The Patties irrevocably agree
that the Courts of New Zealand will have non-exclusive jurisdiction to hear and determine all disputes

under or in connection with this deed. The Parties irrevocably waive any objections to New Zealand as .

the forum for proceedings on the grounds of forum non-conveniens or any similar grounds.
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|

IN WITNESS WHEREOF, the Parties have executed this instrument as a DEED on the last J‘ate
I

given below:

Signed by Lawrenice irwin Glass

|

l

' _ |

\ . L My y0l3 |
Slg ature” Date ./ [
|

I

[

1

I

I

|

(1)

In the presence of;
JW/&@/(?W //M/u [b, 30/ 3

{1) Witness Signature:
Date J

| (1) Name (Prmted) G/W V‘/ﬁ. / g/d 55
(1) Occupation: VG@L\X/% (// Wﬁﬂ(ﬁ?@&ﬂ// A/ﬁf/(%
(1) Address: 740 ﬂﬂ%é’r/[)é{qfkmﬁﬂk ’WD a(’ﬁ?/}q

Signed by Michael John Bickerdike

Signature Date

fnt the presence of:

Witness Signature:
Date

Name (Printed):

Qccupation:

Address:

Signed by Michael Frederick Shape

Signature Date

{n the presence of:

Witness Signature:__
Date

Name (Printed):

Occupation:

Address:
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Signed on behalf of Neuren Pharmaceuticals Limited by: -

\/LM [l ey Yol
Date

ng@ature of Director

L/u i) ( {455
Namve of Director

In the presence of:

. Witness Signature ﬂ M@ /é/(d, 2 /)’LZ%/ / [0, 20/ 3
Name {Printed): ﬂl’}[{/ /q 7. @/“ Q9 Date {J

Occupattonw/lse% ﬂ/ N4l SDL/(d/ wﬁ"”/<%
Address: 9[/0 %/’Z(/M EP" WW(,&{ ffﬁkpﬂu( WM/C mD. 0?0?/?\L
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DEED OF ASSIGNMENT

PARTIES:

Park, Maryland 20912, U.S'A, {“First Inventor”};

(2) Michael John Bickerdike, a resident of 41 Waimarie Street, St. Heliers, Auckland, New Zealand
{“Second Inventor”); and
(“Third (nventor”);

together referred to as “Inventors”; and

(4) Neuren Pharmaceuticals Limited, a New Zealand company, having a place of business at
Level 1, 59 Wellington Street, Freemans Bay, Auckland, New Zealand (“Assignee”);

each referred to as a “Party” and collectively the “Parties”,

COVENANTS

WHEREAS, the Inventors have created certain new inventions and have filed the following application
{“the Patent Applications”} disclosing the inventions:

{a) Title: Treatment of Autism Spectrum Disorders Using Glycyl-L-2-MethylProlyl-L-
: Glutamic Acid : '
Application No.: PCT/US2012/000047
International o
Publication No.: W02012/102832
Filing Date: 27 January 2012
Ref No.: 1018WO03
{b} Title: Treatment of Autism Spectrum Disorders Using Glycyl-L-2-MethylProlyl-t-
. Glutamic Acid
Application No.: No. 13/699,087
Filing Date: 20 November 2012
Ref No.: 1018US16

WHEREAS the Assignee wishes to acquire the entire right, title and interest in and to: (a) the Patent
Applications and {b) the inventions disclosed in them, together with all embodiments of the inventions,
and any improvements in, modifications of or additions to the inventions, conceived, made or
discovered jointly or severally by the tnventors, while employed by the Assignee or under a commission
for money or money's worth from the Assignee (collectively referred to as "the Inventions"), and (c} any
and all patents, certificates of invention, other governmental grants and other forms of protection which

may exist or come into existence in relation to the Inventions in any country of the world (collectively
referred to as "the Patents").

WHEREAS the Assignee has requested the Inventors to execute this Deed of Assignment.

1018WO3/loint to Corporate Assignment.doc 10f5

l
{3) Michael Frederick Snape, a resident of 111 Thorkhill Road, Thames Ditton, Surrey KT7 OUW, G ﬁli

(1) Lawrence Irwin Glass, also known as Larry Glass, a resident of 7410 Piney Branch Road, TakorA\a

IS



WHEREAS the First inventor and the Second Inventor are the employees of the Assignee and theyhave
invented the Inventions in the course of their employment. L
the

WHEREAS the Third Inventor is a contractor to the Assignee and he has invented the Inventions i
performance of services for the Assignee, under a commission for money or money’s worth.

NOW THEREFORE, for good and valuable consideration, acknowledged by each of the Inventors to have
been received in full from the Assignee: ’

1. £ach of the Inventors hereby sells, assigns, transfers and conveys to the Assignee, the
entire right, title and interest:
(a) in and to the Inventions;

(b} in and to the Patent Applications together with any future Patent(s) granted on the Patent
Applications; '

{c} to apply for Patents in any or all countries of the world; |

(d) in and to any and all applications for Patents filed anywhere in the world, including, without
limitation, the entire right, title and interest in each and every divisional, continuation,
continuation-in-part, supplementary protection application or additional application filed or any
applications for Patents filed pursuant to any international convention, treaty, agreement or
understanding; !

(e) in and to any and all future Patents granted on applications referred to in paragraph (d) sbove;

() in and to each and every reissue or extension of any and all Patents referred to in paragraphs (b)
and (e} above; and : .

{g) in and to each and every Patent claim resulting from a reexamination certificate for any and all

Patents referred to in paragraphs {b) and (e) above. |

2. The assignment effected in Clause 1 above includes, without limitation, the assignrJrent
of the right to sue for damages and for any legal and equitable remedies in respect of all causes of
action arising before, on or after the date of this Deed in relation to any right, title and interest
conveyed in this Deed. T |

3. Each Inventor hereby covenants and agrees to cooperate with the Assignee to en'§ble
the Assignee to enjoy to the fullest extent the right, title and interest conveyed in this Deed. Such
cooperation by the Inventors shall include prompt production of pertinent facts and documents, giving
of testimony, executing of petitions, oaths, specifications, declarations or other papers, and other
assistance, all to the extent deemed necessary or desirable by the Assignee: '

{a) to perfect in the Assignee the right, title and interest conveyed in this Deed;

(b} to comply with any duty of disclosure;

(c) to prosecute the Patent Applications; ;

{d) to file and prosecute any applications for Patents including, without limitation, any divisiopal,
continuation, continuation-in-part, supplementary protection or additional application or any
application for Patents filed pursuant to any international convention, treaty, agreement or
understanding;

{e} to file and prosecute applications for reissue of any of the Patents;
f for interference or other priority proceedings involving the Inventions; or i
(g} for lega! proteedings involving the Inventions and any patent applications therefor and ny

Patents granted thereon, including, without limitation, opposition proceedings, cancellation
proceedings, priority contests, public use proceedings, reexamination proceedings, compulsory
licensing proceedings, infringement actions and court actions; ‘ |

provided, however, that the expense incurred by said Inventors in providing such cooperation shall be

paid for by the Assignee, _ !

4, Each of the Inventors hereby irrevocably appoints the Assignee as his or her attorney
with full power to act in his or her name and on his or her behalf in fulfilling any of the obligations set
out in Clause 3 if: -
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{a) the Inventor fails to do any of the acts set out in Clause 3, after being requested to do so bkl the
Assignee; or

(b} if the Assignee is unable, after making reasonable and proper inquiries, to locate the Invenﬁor to
request the fulfillment of his or her obligations under Clause 3. l

5. The Inventors agree to treat as confidential all information refating to the inventions,
and shall not use, disclose or publish the same without the express prior written consent o the
Assignee. Such obligation shall not extend to information which already is in or which enters the p‘pblic
domain through no fault of the Inventors. The inventors agree to seek prior clearance from the
Assignee in any case of uncertainty.

6. The terms and covenants of this Deed of Assignment shall inure to the benefit o} the
Assignee, its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon| the
Inventors, their respective heirs, legal representatives and assigns.

7. The Inventors hereby jointly and severally warrant and represent that they have not
entered and will not enter into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith‘ 1

8. The tnventors acknowledge that: ' ’

(a) the Assignee has recommended that each of them seek independent legal advice regarding
whether or not to enter into this Deed of Assignment; |

(b) they had the opportunity to do so, prior to signing this Deed; and |

4] if they elect not to seek legal advice, they understand and acknowledge that they take

responsibility for their decision.

9, Waiver: No failure or delay by any Party in exefcising any right, power or privii.Lsge
under this Deed will operate as a waiver of such right, power or privilege, nor will any single or partial
exercise preclude any other or further exercise of any right, power or privilege under this Deed. l

10. Entire agreement: This Deed contains the whole of the contract and understanJing
between the Parties relating to the matters covered by it and supersedes all prior representatidns,
agreements, statements and understandings between the Parties relating to those matters, whether
verbal or in writing. .

11, Counterparts: This Deed may be executed in counterparts, all of which together srLall
be considered a single instrument. The Parties acknowledge that this Deed may be executed on the
basis of an exchange of electranic copies and confirm that their respective execution of this Deed by
such means will be a valid and sufficient execution. ]

12. Governing Jaw: The formation, validity, construction and performance of this Deed will
be governed and construed in accordance with the laws of New Zealand. The Parties irrevocably agr"ee
that the Courts of New Zealand will have non-exclusive jurisdiction to hear and determine all disputes
under or in connection with this deed. The Parties irrevocably waive any objections to New Zealand ):-Js

the forum for proceedings on the grounds of forum non-conveniens or any similar grounds.

|
|
|
|
|
|
|

: \
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given below:

Signed by Lawrence Irwin Glass

(1)

Signature Date’

In the presence of:

{1} Witness Signature:

Date
{1) Name {Printed):

(1) Occupation:

(1) Address:

Signed by Mlichael John Bickerdike ' ;

Date

In the presence of: o / ‘
\,M/(A\Lqu C/v/ 6 [/ 2013

Witness Signature: : s
ol Date
Name (Printed): ___ PRULL A I[Jx(Cz‘?W SNA-

Occupation: ”" HM“\ {’*%

!\/ﬂg)}f/ﬂ | 16 (S /i
| Pegedre

Address:  [[a UBED CRE, T WPFU JEN/ASuLr | ACElhTND

Signed by Michael Frederick Snape

Signature Date
In the presence of;:

Witness Signature:

Date
Name (Printed):

Occupation:

Address:
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IN WITNESS WHEREOF, the Parties have executed this instrument as a DEED on the Ial date

1%



Signed on behalf of Neuren Pharmaceuticals Limited by:

Signature of Director

Name of Director

In the presence of:

Witness Signature

Name (Printed):

Date

Date

Occupation:

Address:
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ESCRITURA DE CESION

PARTES:

(1) Lawrence Irwin Glass, también conocido como Larry Glass, con domicilio en
7410 Piney Branch Road, Takoma Park, Maryland 20912, Estados Unidos

("Primer Inventor"), ‘
(2) Michael John Bickerdike, con domicilio en 41 Waimarie Street, St. Heliers,
Auckland, Nueva Zelanda ("Segundo Ihventor"); y
(3) Michael Frederick Snape, con domicilio en Throwsters, Wonersh, Surrey GUS

OPF, G.B. ("Tercer Inventor");

Juntos denominados como “Inventores” y;

(4) Neuren Pharmaceuticals Limited, una sociedad de Nueva Zelanda, con
domicilio comercial en Levell, S9 Wellington Street, Freemans Bay, Auckland,

Nueva Zelanda ("Cesionario");

n

Cada uno denominado como una “Parte” y colectivamente como las “Partes”.

PACTAN

CONSIDERANDO QUE, los inventores han creado ciertas invenciones y han
presentado las siguientes solicitudes (“las Solicitudes de Patente”) que describen

las invenciones:

(a) Titulo: Tratamiento de Trastornos de Espectro
de Autismo que Utilizan Acido GIiciI-L-2-MetiIProIil-L-GIutémicc’) ‘
Solicitud No.: PCT/US2011/000047 -

Publicacion Internacional No.: W02012/102832

Fecha de Presentacion: Enero 27 de 2012




2
Ref. No.: 1018WO3
(b) Titulo: Tratamiento de Trastornos |de Espectro
de Autismo que Utilizan Acido GIiciI-L-2-MetiIProIiI-L-GIutétmico
Solicitud No.: No. 13/699,087 |
Fecha de Presentacién: Noviembre 20 de 2012 |

Ref. No.: o 1018US16 1

CONSIDERANDO QUE el Cesionario desea adquirir el derecho, titulo vy
participacion completos en y para: (a) las Solicitudes de Patente y (b) las
invenciones descritas en ellas, junto con todas las realizaciones de las
invenciones, y cualesquiera mejoras en, modificaciones de o adiciones a las
invenciones, concebidas, hechas o descubiertas en forma |conjunta o
solidariamente por los Inventores, mientras estaba empleado por el 1Cesionario o}
en virtud de una comisién por dinero o cualquier otro valor del Cesionario
(denominadas colectivamente como "las Invenciones"), y (c) cualesquiera y todas

las patentes, certificados de invencion, otras concesiones gubernamentales y otras

formas de proteccion que puedan existir o que surjan en relacion con las
Invenciones en cualquier pais del mundo (denominadas colectivamente como "las

Patentes").

CONSIDERANDO QUE el Cesionario ha solicitado que los Inventorlés legalicen

esta Escritura de Cesion.

CONSIDERANDO QUE el Primero y Segundo Inventor son los emti)leados del

Cesionario y han realizado las invenciones en el curso de su empleo.

CONSIDERANDO QUE el tercer Inventor es un contratista para el C‘{esionario y

que dicho inventor ha realizado las invenciones en la prestacion de servicios para

el Cesionario, en virtud de una comisién por dinero o cualquier otro valo}.

A



EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, a titulo oneroso, cuyo recibo del césionario se

reconoce en su totalidad por cada uno de los inventores:

1.

Cada uno de los inventores por la presente presentes ve
transfiere y transmite al Cesionario, el derecho, titulo y p

completos:

(a)
(b)

(c)
(d)

(€)

(f)

(9)

en y para las Invenciones;

en y para las Solicitudes de Patente junto con cualqu

futura (s) concedida a las Solicitudes de Patente;

solicitar patentes en alguno o todos los paises del mundo;,

nde, cede,

articipacion

ier patente

en y para cualquiera y todas las solicitudes de Patentes presentadas

en cualquier parte del mundo, que incluye, sin limitacion,

el derecho,

titulo y participacién completos en todos y cada solicitud divisional,

de continuacién, continuacion en parte, de

complementaria o solicitud adicional presentada o cualqu

proteccion

ier solicitud

de Patente presentada en virtud de cualquier convenio internacional,

tratado, acuerdo o pacto;

en y para cualesquiera y todas las Patentes futuras otorgadas en las

solicitudes mencionadas en el parrafo (d) anterior; .

en y para todas y cada nueva publicacion o ampliacién .

de todas y

cualquiera de las patentes relacionadas en los parrafos (b) y (e)

anteriores, y
en y para todas y cada una de las solicitudes de patente ¢
de un certificado de re-examen para todas y cualqui

patentes relacionadas en los parrafos (b) y (e) anteriores.

ue resulten

era de las

La cesion efectuada en la Clausula 1 anterior incluye, sin limitacion, la

cesion del derecho a demandar por dafios y perjuicios y de cualquier

recurso legal y equitativo con respecto a todas las causas de

accion que

surjan antes, en o después de la fecha de la presente Escritura, en relacion

22



\
|

|

\
|
\
|
!
|
\

con cualquier derecho, titulos y participacién transferido en Ia\lpresente
. {
Escritura. \

|
|
|
|

3. Cada Inventor por medio de la presente pacta y se compromete a c%o!aborar
con el Cesionario para permitir al Cesionario disfrutar al méx\imo los
derechos, titulos y participacion transferidos en la presente Escriturél\. Dicha
cooperacion de los inventores incluird la realizacién pronta de hélchos y
documentos pertinentes, dando testimonio, legalizando petilpiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones y demas documentost‘lty otro

tipo de asistencia, todos en la medida que se consideren necesarios o
1

convenientes por el Cesionario: \

\

(@) perfeccionar para el Cesionario el derecho, titulo y participllacién
transferidos en la presente Escritura;

(b)  cumplir con cualquier obligacién de divulgacion; \

(c) procesar las Solicitudes de Patentes;

(d) presentar y procesar las solicitudes de Patentes, que incluyen,\ sin
: \

limitacion, cualquier solicitud divisional, de continuacién, continuacion

en parte, proteccién complementaria o solicitud adicional o cualqt\ljier
|

solicitud de patente presentada en virtud de cualquier convehio
|

internacional, tratado, acuerdo o pacto; ‘

1

\
(e) presentar y tramitar solicitudes de nuevas publicaciones de

|
cualquiera de las patentes; \
{

() para interferencia u otros procesos prioritarios que impliquen a |o‘,§
Inventores: o l\l
(9) los procesos legales que involucran las Invenciones y cuatquie‘\r
solicitud de patente para el mismo y cualesquier patentes concedidaé
al respecto, que incluyen, sin limitacién, procesos de oposicién,\ll

procesos de cancelacién, oposiciones prioritarias, procesos de uso!
{

publico, procesos de nuevo examen, procesos de concesion de‘t1

licencias obligatorias, acciones por infracciones y acciones judiciales;

1
1
{
|
\
{
\
‘1
\
1
1
1
\



Siempre que, sin embargo, los gastos incurridos por dichos lnve‘ptores en la

.y . .y . .
prestacion de dicha cooperacion sean pagados por el cesionario.|

{

l
|

4. Cada uno de los inventores por la presente designa irrevocab‘.lemente al
i
Cesionario como su abogado con plenos poderes para actuar a su nombre

y por su cuenta en el cumplimiento de cualquiera de las oﬂlligaciones
establecidas en la Clausula 3 si: 11
|
(@) el inventor no cumple con alguno de los actos previst'pS en la

Clausula 3, después de haber sido requerido para elio por el

l
Cesionario, o l

|
(b) si el Cesionario no puede, previa investigacion razdnable y
|

adecuada, localizar al Inventor para solicitar el cumplimientp de sus
L . , 1
obligaciones en virtud de la Clausuia 3. 1
1
1

o |
5. Los inventores estan de acuerdo en tratar como confidencial ttoda la
informacion que se relaciona con las Invenciones, y no utilizaran, di\(ulgarén
0 publicaran la misma sin el consentimiento expreso y por escl:lrito del
Cesionario. Tal obligacion no se extiende a la informacién que ya se \esté en
0 que ya se hace de dominio publico sin culpa de los Inventorllles, los

Inventores acuerdan solicitar autorizacién previa al Cesionario en cu‘]alquier

cado de Incertidumbre. \
1
1

\

: A . . . x oLy
6. Los términos y clausulas del presente Contrato de Cesion se aplicaran en
beneficio del Cesionario, sus sucesores, cesionarios Yy qemas
representantes legales, y seran vinculantes para los Inventores\, sus

respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

1
x
|
|
|
1
|
\
|
l
1

|



10.

11.

Los Inventores por la presente conjunta y solidariamente gara

ntizan vy

declaran que no han celebrado ni celebraran ninguna cesién, contrato o

convenio que entre en conflicto con ésta.

Los Inventores reconocen que:

(@) el Cesionario ha recomendado que cada uno de ellos

busque

asesoria juridica independiente con respecto a si procede o no

celebrar esta Escritura de Cesion;

(b)  tuvieron la oportunidad de hacerlo, antes de la firma de la‘presente

Escritura, y
(c) si optan por no buscar asesoria legal, entienden y recono

tienen la responsabilidad de su decisién.

cen que

Renuncia: Ninguna falla o retraso de cualquiera de las Partes en el

ejercicio de cualquier derecho, poder o privilegio en virtud de esta Escritura

operara como una renuncia a tal derecho, poder o privilegio, n

i ningun

gjercicio individual o parcial excluira cualquier otro ejercicio adicional de

algun derecho, poder o privilegio en virtud de esta Escritura.

Acuerdo Integral: Esta Escritura contiene la totalidad del contrato y el

convenio entre las Partes en relacion con las materias cubierta

s por la

misma y reemplaza todas las declaraciones, acuerdos, afirmaciones vy

convenios entre las Partes que se relacionan con esos asuntos

verbal o por escrito.

ya sea

Duplicados: Esta Escritura se podra legalizar en duplicados, todos los

cuales, se consideraran un Unico instrumento. Las Partes recono

esta Escritura se puede legalizar sobre la base de un intercambio d

cen que

e copias

electronicas y confirma que la legalizacién respectiva de la presente

escritura, mediante dichos medios sera una legalizacién valida y suf

iciente.

a3



12. Ley aplicable: La formacién, validez, interpretaciéon y realizacion de esta
Escritura se regiran e interpretaran de conformidad con las Ieyesi de Nueva
Zelanda, las partes acuerdan de forma irrevocable que los tribunales de
Nueva Zelanda tendran jurisdiccién no exclusiva para conocer de todas las
diferencias en virtud o en relaciéon con esta Escritura. Las partes renuncian
irrevocablemente a cualquier objecién a Nueva Zelanda como el principal
foro para los procesos sobre la base de foro no conveniente o cualquier

base similar.

EN FE DE LO CUAL, las partes han legalizado este instrumento como una

Escritura en la ultima fecha indicada adelante:

Firmado por Lawrence Irwin Glass

(1)

Firma Fecha

En presencia de:
(1) Firma de Testigo:

Fecha
(1) Nombre (En letra imprenta): |
(1) Ocupacion: ‘
(1) Direccion:
Firmado por Michael John Bickerdike
Firma Fecha

En presencia de:

Firma de Testigo:




Fecha
Nombre (En letra imprenta): i
Ocupacion: l
Direccion: l1
|
Firmado por Michael Frederick Snape ll
|
(aparece firma ilegible) Mayo 23, 2011\3
Firma Fecha 11
|
En presencia de: 11
Firma de Testigo: __ (aparece firma) Mayo 23, 2013
- " Fecha

Nombre (En letra imprenta): Rose Snape

Ocupacién: _Trabajadora Social
Direccién:

Throwsters Wonersh Surrey GU5 OPF RU

Firmado a nombre de Neuren Pharmaceuticals Limited por:

Firma de Director

Fecha
Nombre de Director
En presencia de: \
Firma de Testigo
Fecha

Nombre (En letra imprenta):

Ocupacion:

|
l

\

|

l

|

|

Direccioén: 11
|

|

l

1

\



,1 2%

|

|

\

ESCRITURA DE CESION ]

|

PARTES: ll
l

(1) Lawrence Irwin Glass, también conocido como Larry Glass, con'ldomicilio en

7410 Piney Branch Road, Takoma Park, Maryland 20912, Estados Unidos
("Primer Inventor"); |

|
(2) Michael John Bickerdike, con domicilio en 41 Waimarie Street,| St. Heliers,
Auckland, Nueva Zelanda ("Segundo Inventor"); y |

!
(3) Michael Frederick Snape, con domicilio en Throwsters, Wonersh, Surrey GUS
OPF, G.B. ("Tercer Inventor"); l

Juntos denominados como “Inventores” y;

l
l
|
1
|

(4) Neuren Pharmaceuticals Limited, una sociedad de Nueva Zelanda, con

domicilio comercial en Levell, S9 Wellington Street, Freemans Bay,l‘ Auckland,
Nueva Zelanda ("Cesionario");

|
|
|

Cada uno denominado como una “Parte” y colectivamente como las “Palrtes”.
|
PACTAN l]
1

CONSIDERANDO QUE, los inventores han creado ciertas invenciones y han

presentado las siguientes solicitudes (“las Solicitudes de Patente”) que describen
las invenciones: |

|
|

(a) Titulo: Tratamiento de Trastornos de Espectro
de Autismo que Utilizan Acido GIiciI-L-2-MetiIProIiI-L-GIutérl)nico
Solicitud No.: PCT/US2011/000047

Publicacion Internacional No.: W02012/102832
Fecha de Presentacion: Enero 27 de 2012

|
|
|
|

|
|
|
|



|

|

10 j

|

|

Ref. No.: 1018WO3 |
|

|

(b) Titulo: Tratamiento de Trastornos de Espectro

de Autismo que Utilizan Acido Glicil-L-2-MetilProlil-L-Glutamico
Solicitud No.: No. 13/699,087 ].
Fecha de Presentacion: Noviembre 20 de 2012 |
Ref. No.: 1018US16 |

|
CONSIDERANDO QUE el Cesionario desea adquirir el derecho, titulo y

participacion completos en y para: (a) las Solicitudes de Patente y (b) las
invenciones descritas en ellas, junto con todas las realizaciones ?’e las
invenciones, y cualesquiera mejoras en, modificaciones de o adiciones| a las
invenciones, concebidas, hechas o descubietas en forma conjuhta o
solidariamente por los Inventores, mientras estaba empleado por el Cesio[nario o
en virtud de una comision por dinero o cualquier otro valor del Cesionario
(denominadas colectivamente como "las Invenciones"), y (c) cualesquiera ﬂ/ todas
las patentes, certificados de invencion, otras concesiones gubernamentales(y otras
formas de proteccion que puedan existir o que surjan en relacion con las
Invenciones en cualquier pais del mundo (denominadas colectivamente como "las

|

Patentes"). I

J
CONSIDERANDO QUE el Cesionario ha solicitado que los Inventores legalicen

|

esta Escritura de Cesion. |

|
CONSIDERANDO QUE el Primero y Segundo Inventor son los empleados del

Cesionario y han realizado las invenciones en el curso de su empleo. )

CONSIDERANDO QUE el tercer Inventor es un contratista para el Cesionario y
qgue dicho inventor ha realizado las invenciones en la prestacion de servio;ios para

el Cesionario, en virtud de una comisién por dinero o cualquier otro valor.

|
|
|
|
|
|



I
|
!
11 |
|
|

EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, a titulo oneroso, cuyo recibo del cesio‘(nario se

reconoce en su totalidad por cada uno de los inventores: |

|
!

1. Cada uno de los inventores por la presente presentes vende, cede,

(a)
(b)

(c)
(d)

(e)

(f)

(9)

transfiere y transmite al Cesionario, el derecho, titulo y participacion

completos: |

|
en y para las Invenciones; ])
en y para las Solicitudes de Patente junto con cualquier patente
futura (s) concedida a las Solicitudes de Patente; !1
solicitar patentes en alguno o todos los paises del mundo;
en y para cualquiera y todas las solicitudes de Patentes pre‘[esentadas
en cualquier parte del mundo, que incluye, sin limitacion, el derecho,
titulo y participacion completos en todos y cada solicitud |divisional,
de continuacién, continuaciébn en parte, de (proteccién
complementaria o solicitud adicional presentada o cualquier solicitud
de Patente presentada en virtud de cualquier convenio intf’ernacional,
tratado, acuerdo o pacto; |
en y para cualesquiera y todas las Patentes futuras otorga‘Ldas en las
solicitudes mencionadas en el parrafo (d) anterior;
en y para todas y cada nueva publicacion o ampliacién I‘de todas y
cualquiera de las patentes relacionadas en los parrafos (b) y (e)
anteriores, y II
en y para todas y cada una de las solicitudes de patente c'|ue resulten
de un certificado de re-examen para todas y cualqujlera de las
patentes relacionadas en los parrafos (b) y (e) anteriores.I |
|

2. La cesion efectuada en la Clausula 1 anterior incluye, sin I[lmltaCIon, la

cesion del derecho a demandar por dafios y perjuicios y de cualquier
- | .
recurso legal y equitativo con respecto a todas las causas d? accién que

surjan antes, en o después de la fecha de la presente Escritura, en

|
|
|
|
|



(a)
(b)

()
(d)

(€)

(f)

(@

12

relacion con cualquier derecho, titulos y participacion transferido en la

l

Cada Inventor por medio de la presente pacta y se compromete a

presente Escritura.

colaborar con el Cesionario para permitir al Cesionario diLfrutar al
maximo los derechos, titulos y participacién transferidos en la| presente
Escritura. Dicha cooperacion de los inventores incluira la realizacion
pronta de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio,
legalizando peticiones, juramentos, especificaciones, declaraciones y
demas documentos y otro tipo de asistencia, todos en la medida que se

consideren necesarios o convenientes por el Cesionario:

perfeccionar para el Cesionario el derecho, titulo y participacion
transferidos en la presente Escritura;
cumplir con cualquier obligacion de divulgacion;
procesar las Solicitudes de Patentes;
presentar y procesar las solicitudes de Patentes, que incluyen, sin

limitacién, cualquier solicitud divisional, de continuacién, continuaciéon

en parte, proteccion complementaria o solicitud adicional o icualquier

solicitud de patente presentada en virtud de cualquier convenio

internacional, tratado, acuerdo o pacto;
presentar y tramitar solicitudes de nuevas publicaciones de
cualquiera de las patentes;
para interferencia u otros procesos prioritarios que impliquen a los

fnventores; o

los procesos legales que involucran las Invenciones y cualquier
solicitud de patente para el mismo y cualesquier patentes concedidas
al respecto, que incluyen, sin limitacién, procesos de oposicién,
procesos de cancelacion, oposiciones prioritarias, procesos de uso
publico, procesos de nuevo examen, procesos de concesion de

licencias obligatorias, acciones por infracciones y acciones judiciales;

3/
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Siempre que, sin embargo, los gastos incurridos por dichos Inventores en la

prestacion de dicha cooperacion sean pagados por el cesionario.

(a)

(b)

5.

Cada uno de los inventores por la presente designa irrevocablemente al
: . |

Cesionario como su abogado con plenos poderes para actuar a su

nombre y por su cuenta en el cumplimiento de cualquierq de las

obligaciones establecidas en la Clausula 3 si:

el inventor no cumple con alguno de los actos previstos en la
Clausula 3, después de haber sido requerido para ello por el
Cesionario, o
si el Cesionario no puede, previa investigaciébn razonable vy
adecuada, localizar al Inventor para solicitar el cumplimiento de sus

obligaciones en virtud de la Clausula 3.

Los inventores estan de acuerdo en tratar como confidencial toda la

informacion que se relaciona con las Invenciones, y no utilizaran,

divulgaran o publicaran la misma sin el consentimiento expreso y por
escrito del Cesionario. Tal obligacién no se extiende a la informacion
gue ya se esta en o que ya se hace de dominio publico sin culyi)a de los
Inventores, los Inventores acuerdan solicitar autorizacion previa al

Cesionario en cualquier cado de Incertidumbre.

Los términos y clausulas del presente Contrato de Cesidn se aplicaran

en beneficio del Cesionario, sus sucesores, cesionarios y demas
1

representantes legales, y seran vinculantes para los Inventores, sus

respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.




(a)

(b)

(c)

10.

11.

. . 1 .
Los Inventores por la presente conjunta y solidariamente garantizan y

declaran que no han celebrado ni celebraran ninguna cesion,| contrato o

convenio que entre en conflicto con ésta. 1

Los Inventores reconocen que:
el Cesionario ha recomendado que cada uno de e||és busque
asesoria juridica independiente con respecto a si procede o no
celebrar esta Escritura de Cesion;
tuvieron la oportunidad de hacerlo, antes de la firma de IL presente

si optan por no buscar asesoria legal, entienden y reconocen que

Escritura, y

tienen la responsabilidad de su decisién.

Renuncia: Ninguna falla o retraso de cualquiera de las Partes en el
ejercicio de cualquier derecho, poder o privilegio en virtud de esta
Escritura operara como una renuncia a tal derecho, poder o privilegio, ni
ningln ejercicio -individual o parcial excluira cualquier otro ejercicio

adicional de algun derecho, poder o privilegio en virtud de esta|Escritura.

Acuerdo Integral. Esta Escritura contiene la totalidad del contrato y el

convenio entre las Partes en relacién con las materias cubiertas por la

misma y reemplaza todas las declaraciones, acuerdos, afirmaciones y

convenios entre las Partes que se relacionan con esos asuntos, ya sea

verbal o por escrito.

Duplicados: Esta Escritura se podra legalizar en duplicados, |todos los

cuales, se consideraran un unico instrumento. Las Partes reconocen
que esta Escritura se puede legalizar sobre la base de un intercambio
de copias electronicas y confirma que la legalizacién respecliva de la
presente escritura, mediante dichos medios sera una legalizaciéon valida

y suficiente.

33
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12.Ley aplicable: La formacion, validez, interpretacién y realizac

Escritura se regiran e interpretaran de conformidad con la

6n de esta

S leyes de

Nueva Zelanda, las partes acuerdan de forma irrevocabl

tribunales de Nueva Zelanda tendran jurisdiccién no excl

e que los

usiva para

conocer de todas las diferencias en virtud o en relacién con esta

Escritura. Las partes renuncian irrevocablemente a cualquier
Nueva Zelanda como el principal foro para los procesos sot

de foro no conveniente o cualquier base similar.

EN FE DE LO CUAL, las partes han legalizado este instrumento

Escritura en la tltima fecha indicada adelante:
Firmado por Lawrence Irwin Glass

)] (aparece firma ilegible) Mayo 16, 2013

Firma Fecha

En presencia de:

(1) Firma de Testigo: __(aparece firma) Mayo 16, 2013

objecion a

re la base

como una

Fecha

(1) Nombre (En letra imprenta)._ Charla T. Glass

(1) Ocupacion: Trabajadora Social Clinica Licenciada

(1) Direccion: 7410 Piney Br. Rd., Takoma Park, MD. 20912

Firmado por Michael John Bickerdike

Firma Fecha

En presencia de:

oY
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Firma de Testigo:

Fecha

Nombre (En letra imprenta):

Ocupacion:

Direccién:

Firmado por Michael Frederick Snape

Firma Fecha

En presencia de:
Firma de Testigo:

Fecha

Nombre (En letra imprenta):

Ocupacion:

Direccién:

Firmado a nombre de Neuren Pharmaceuticals Limited por:
Mayo 16, 2013

(aparece firma ilegible)

Firma de Director Fecha

Larry Glass
Nombre de Director

En presencia de:

Firma de Testigo (aparece firma ilegible) Mayo 16, 2013

Fecha

Nombre (En letra imprenta): ___ Charla T. Glass
Ocupacién: Trabajadora Social Clinica Licenciada
7410 Piney Br. Rd., Takoma Park, MD. 20912

Direccién:
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ESCRITURA DE CESION

PARTES: |
I

|

|

|
(1) Lawrence Irwin Glass, también conocido como Larry Glass, con domicilio en

7410 Piney Branch Road, Takoma Park, Maryland 20912, Estados Ulf!idos

("Primer Inventor"); Ifl
(2) Michael John Bickerdike, con domicilio en 41 Waimarie Street, St. He%liers,

(3) Michael Frederick Snape, con domicilio en Throwsters, Wonersh, Surre

Auckland, Nueva Zelanda ("Segundo Inventor"); y ,:’
geus
OPF, G.B. ("Tercer Inventor"); |
|
|
|
|

Juntos denominados como “Inventores” y; !
[

|
(4) Neuren Pharmaceuticals Limited, una sociedad de Nueva Zelanda, con
domicilio comercial en Levell, SO Wellington Street, Freemans Bay, Al./l‘lckland,

Nueva Zelanda ("Cesionario");

M & » H & I n
Cada uno denominado como una “Parte” y colectivamente como las Partels .
|

:
r
|
|

PACTAN
|
CONSIDERANDO QUE, los inventores han creado ciertas invencioné;s y han
presentado las siguientes solicitudes (“las Solicitudes de Patente”) que g’liescriben
las invenciones: |

|
|
|
|

Tratamiento de Trastornos de IrlEspectro

(a) Titulo:

de Autismo que Utilizan Acido GIiciI-L-2-Meti|ProIiI-L-Gluté,'mico
Solicitud No.: PCT/US2011/000047 :’I
W02012/102832 |

Publicacion Internacional No.:

Fecha de Presentacion: Enero 27 de 2012

1
!
|
r
|
!
|
|
!
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Ref. No.: 1018WQO3

|

1

\

|

|

|
|
|
|
|
|
|
|

(b) Titulo: Tratamiento de Trastornos de Fspectro

de Autismo que Utilizan Acido GliciI-L-2-MetiIProliI-L-GIutéfpico

Solicitud No.: No. 13/699,087 \
Fecha de Presentacion: Noviembre 20 de 2012
Ref. No.:

1018US16

|

|

|
|
11
|
|
|
|
|

CONSIDERANDO QUE el Cesionarioc desea adquirir el derecho, titulo y

participacion completos en y para: (a) las Solicitudes de Patente yl‘l(b) las
invenciones descritas en ellas, junto con todas las realizaciones ll1lde las
invenciones, y cualesquiera mejoras en, modificaciones de o adicioneé; a las
invenciones, concebidas, hechas o descubiertas en forma conju‘;lnta o}
solidariamente por los Inventores, mientras estaba empleado por el Cesioﬁl]ario 0
en virtud de una comisién por dinero o cualquier otro valor del Cesﬁpnario
(denominadas colectivamente como "las Invenciones"), y (c) cualesquiera yllltodas
las patentes, certificados de invencién, otras concesiones gubernamentales y\ otras
formas de proteccién que puedan existir 0 que surjan en relacion col'n las

|
Invenciones en cualquier pais del mundo (denominadas colectivamente como "las
\
Patentes"). - |
|
|
|

1,
CONSIDERANDO QUE el Cesionario ha solicitado que los Inventores Iegal\icen
esta Escritura de Cesioén.

|
|
\
o |
CONSIDERANDO QUE el Primero y Segundo Inventor son los empleados‘\del
Cesionario y han realizado las invenciones en el curso de su empleo. lxl
|
CONSIDERANDO QUE el tercer Inventor es un contratista para el Cesionaricl? y
gue dicho inventor ha realizado las invenciones en la prestaciéon de servicios péra

. |
el Cesionario, en virtud de una comisién por dinero o cualquier otro valor.

Prm
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1
1
1
|
l
1
111

EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, a titulo oneroso, cuyo recibo del ¢

reconoce en su totalidad por cada uno de los inventores:

:esionario se
1
1
|
, |
1. Cada uno de los inventores por la presente presentes vende, cede,

transfiere y transmite al Cesionario, el derecho, titulo y plart|0|pa0|on
completos:

(@) enyparalas Invenciones; lll

(b) en y para las Solicitudes de Patente junto con cualquier patente

futura (s) concedida a las Solicitudes de Patente; 11

(c) solicitar patentes en alguno o todos los paises del mundo; lll

(d) eny para cualquiera y todas las solicitudes de Patentes pr‘gsentadas
en cualquier parte del mundo, que incluye, sin limitacion, el'_l derecho,
titulo y participacion completos en todos y cada solicitud l\divisional,
de continuacién, continuaciéon en parte, de ﬁproteccién
complementaria o solicitud adicional presentada o cualquiel[ solicitud
de Patente presentada en virtud de cualquier convenio internacional,

|
tratado, acuerdo o pacto; l\

(e) eny para cualesquiera y todas las Patentes futuras otorgadas en las

solicitudes mencionadas en el parrafo (d) anterior; |

1) en y para todas y cada nueva publicacion o ampliacién dell todas y
|

cualquiera de las patentes relacionadas en los parrafos (P) y (e)

: 1
anteriores, y |

1
(@) eny paratodas y cada una de las solicitudes de patente que Tesulten
de un certificado de re-examen para todas y cualquiera‘lde las

patentes relacionadas en los parrafos (b) y (e) anteriores. \
‘1
\
\

2. La cesion efectuada en la Clausula 1 anterior incluye, sin Iimitaé\ién, la

cesion del derecho a demandar por dafios y perjuicios y de cublquier
- !

recurso legal y equitativo con respecto a todas las causas de accu?n que

surjan antes, en o después de la fecha de la presente Escrituta, en

1
1
|
1
l
l



|
|
. |
|
|

relacion con cualquier derecho, titulos y participacién transferid%) en la
presente Escritura. \]

|
Cada Inventor por medio de la presente pacta y se comprorl\nete a
colaborar con el Cesionario para permitir al Cesionario disfrutar al maximo
los derechos, titulos y participacién transferidos en la presente Esllcritura.
Dicha cooperacion de los inventores incluira la realizacion pror[lwta de
hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, legalizando
peticiones, juramentos, especificaciones, declaraciones y J;iemés
documentos y otro tipo de asistencia, todos en la medida qilJe se
consideren necesarios o convenientes por el Cesionario: 1

l

|

(a) perfeccionar para el Cesionario el derecho, titulo y particiﬂacién
transferidos en la presente Escritura; l)

(b)  cumplir con cualquier obligacién de divulgacion; (l

(c) procesar las Solicitudes de Patentes; l

(d)  presentar y procesar las solicitudes de Patentes, que incluyen, sin
limitacién, cualquier solicitud divisional, de continuacion, continu‘?cion
en parte, proteccion complementaria o solicitud adicional o cualguier
solicitud de patente presentada en virtud de cualquier con\l{enio
internacional, tratado, acuerdo o pacto; |

(e) presentar y tramitar solicitudes de nuevas publicacionesll de
cualquiera de las patentes; l\

() para interferencia u otros procesos prioritarios que impliquen a los
Inventores; o |

(9) los procesos legales que involucran las Invenciones y cualquier
solicitud de patente para el mismo y cualesquier patentes concedidas
al respecto, que incluyen, sin limitacion, procesos de oposic‘iién,
procesos de cancelacidén, oposiciones prioritarias, procesos de uso
publico, procesos de nuevo examen, procesos de concesién (de

licencias obligatorias, acciones por infracciones y acciones jUdICIaI?S;

l
\
|
!
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. 0 . . - |
Siempre que, sin embargo, los gastos incurridos por dichos Inventores en la

prestacion de dicha cooperacidén sean pagados por el cesionario.

Cada uno de los inventores por la presente designa irrevocablemente al
Cesionario como su abogado con plenos poderes para actuar a su nombre
y por su cuenta en el cumplimiento de cualquiera de las obligaciones

establecidas en la Clausula 3 si: ‘

(a) el inventor no cumple con alguno de los actos previstos en la
Clausula 3, después de haber sido requerido para ello por el
Cesionario, o

(b) si el Cesionario no puede, previa investigacion razonable y
adecuada, localizar al Inventor para solicitar el cumplimiento de sus

obligaciones en virtud de la Clausula 3.

Los inventores estan de acuerdo en tratar como confidencial toda la

informacién que se relaciona con las Invenciones, y no utilizaran, divulgaran
o publicaran la misma sin el consentimiento expreso y por escrito del
Cesionario. Tal obligacién no se extiende a la informacién que ya se esta en
0 que ya se hace de dominio publico sin culpa de los Inventoires, los
Inventores acuerdan solicitar autorizacién previa al Cesionario en cpalquier

cado de Incertidumbre.

Los términos y clausulas del presente Contrato de Cesién se aplicaran en
beneficio del Cesionario, sus sucesores, cesionarios Yy | demas
representantes legales, y seran vinculantes para los Inventores, sus

respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.




10.

1.

|
!
22 !
l

Los Inventores por la presente conjunta y solidariamente gafantizan y
declaran que no han celebrado ni celebraran ninguna cesién, contrato o
convenio que entre en conflicto con ésta. ,
|
Los Inventores reconocen que: l
(@) el Cesionario ha recomendado que cada uno de eIlosls busque
asesoria juridica independiente con respecto a si procide 0 no
celebrar esta Escritura de Cesion; l
(b)  tuvieron la oportunidad de hacerlo, antes de la firma de Ialpresente
Escritura, y 11
(c) si optan por no buscar asesoria legal, entienden y reconocen que
tienen la responsabilidad de su decision. ]
1
Renuncia: Ninguna falla o retraso de cualquiera de las Parte’es en el
ejercicio de cualquier derecho, poder o privilegio en virtud de esta |LEscritura
operara como una renuncia a tal derecho, poder o privilegio, n!i ningun
ejercicio individual o parcial excluird cualquier otro ejercicio adiclional de
algun derecho, poder o privilegio en virtud de esta Escritura. l
|
Acuerdo Integral. Esta Escritura contiene la totalidad del contréto y el
convenio entre las Partes en relacion con las materias cubienaé por la
misma y reemplaza todas las declaraciones, acuerdos, afirmac|iones y
convenios entre las Partes que se relacionan con esos asuntos,]ya sea
verbal o por escrito. ll
Duplicados: Esta Escritura se podra legalizar en duplicados, toliios los
cuales, se consideraran un uUnico instrumento. Las Partes reconocen que
esta Escritura se puede legalizar sobre la base de un intercambio de|copias
electrénicas y confirma que la legalizacién respectiva de la pﬁesente

escritura, mediante dichos medios sera una legalizacién valida y suficb’ente.

|
|
|
|
|

ul
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12. Ley aplicable: La formacion, validez, interpretacion y realizacion de esta
Escritura se regiran e interpretaran de conformidad con las leyes 'de Nueva

Zelanda, las partes acuerdan de forma irrevocable que los tribunales de

Nueva Zelanda tendran jurisdiccion no exclusiva para conocer de todas las
diferencias en virtud o en relacién con esta Escritura. Las partes renuncian
irrevocablemente a cualquier objecion a Nueva Zelanda como el principal
foro para los proces'bs“sobre la base de foro no conveniente o|cualquier

base similar.

EN FE DE LO CUAL, las partes han legalizado este instrumento como una

Escritura en la Gltima fecha indicada adelante:

Firmado por Lawrence Irwin Glass

(1)

Firma Fecha

En presencia de:

(1) Firma de Testigo:

Fecha
(1) Nombre (En letra imprenta):
(1) Ocupacién:
(1) Direccién:
Firmado por Michael John Bickerdike
(aparece firma ilegible) 16/5/13
Firma Fecha

En presencia de:

Firma de Testigo: _(aparece firma ilegible) 16/5/2013
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Fecha

Nombre (En letra imprenta): PAULINA LUCZYNSKA

GERENTE DE PROPIEDAD INTELECTUAL

Ocupacion:

Direccion: 11A Ward Cres, Te Atatu Peninsula, Auckland

Firmado por Michael Frederick Snape

Firma Fecha
En presencia de:
Firma de Testigo:
Fecha

Nombre (En letra imprenta):

Ocupacién:

Direccién:

Firmado a nombre de Neuren Pharmaceuticals Limited por:

Firma de Director Fecha
Nombre de Director
En presencia de:
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Fecha de presentacidn de la solicitud: 27.01.2012
No de Saolicitud PCT/US2012/000047
(54) Titulo: TRATAMIENTO DE TRANSTORNOS DEL ESPECT RO AUTISTA QUE UTILIZA ACIDO GI.ICIL-L-2-METI"ILPROPIL-L-
GLUTAMICO I
(57) Resumen: ’
l’.pectro Autista

Esta invencién proporciona compuestos, composiciones y métodos PARA tratar Trastornos del E
(ASD) utilizando acido glicil-2-metilprolil-glutamico (G-2-MePE) y andlogos de los mismos. Los Trastornos del Espectro
Autista incluyen autismo, Trastorno Autista, Sindrome de Asperger, Trastorno Desintegrativo de la Infancial Trastorno del
Desarrollo Generalizado no Especifico (PDD-NOS), Sindrome del Cromosoma X Fragil, y Sindrome de Rett. Las composiciones
que contienen el compuesto incluyen formulaciones solubles en agua, micro-emulsiones agua en aceite, emulsiones gruesas
agua en aceite, cristales liquidos agua en aceite, nanocapsulas, comprimidos, y geles administrados oralmente. Ef compuesto
y composicicnes de esta invencion se pueden administrar intravenosamente, intraventricularmente, parel‘nteralmente, u
oralmente, y pueden ser efectivos en tratar la neurodegeneracién, promover la funcion neuroldgica, tratar actividad de
convulsidn y otros sintomas de ASD, y puede prolongar la vida en animales que incluyen seres huma:nos que tienen

Trastornos del Espectro Autista. ' Q é
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TRATAMIENTO DE TRASTORNOS DEL ESPECTRO AUTISTA QUE

|

UTILIZA ACIDO GLICIL—L—2—METILPROLIL—L—GLUTAMIC;:O

|

Reivindicacién de la Prioridad [
Esta solicitud reivindica la prioridad para la Solicitud
de Patente Provisional de los Estados Unidos No. 61/462,141
titulada “Terapia del Sindrome de Rett que Utiliza %licil—2—
Metilprolil-L-Glutamato”, Larry Glass y otros in&entores,
presentada el 27 de enero de 2011, y para la Sol%citud de
Patente Provisional de 1los Estados Unidos No. d1/492,248
titulada “Tratamiento de Trastornos del Espectro AuFista que
Utiliza Glicil-2-L-Metilprolil-L-Glutamato”, Michéel John
Bickerdike y otros inventores, presentada el 1 %e junio,
2011. Ambas solicitudes se incorporan aqui completaﬁente como

|

si de forma separada de esta manera se incorporan. )

|

Campo de la Invencién R
Esta invencidén se relaciona dgeneralmente con ﬁa terapia
de Trastornos del Espectro Autista (ASD), quej incluyen
autismo, Sindrome del Cromosoma X Fréagil, Sindfome de Rett
(RTT), Trastorno Autista, Sindrome de Asperger,f Trastorno
Desintegrativo de la Infancia y Trastorno Generalizado de
Desarrollo No Especificado (PDD-NOS), y Evitacién)Patolégica
de la Demanda (PDA). En particular, esta in%encién se
relaciona con tratamiento de ASD que utiliza Glicil—Z—metil—

|

Prolil-Glutamato (G-2-MePE).

ANTECEDENTES

|

|

|

|

Descripcién de la Técnica Relacionada _
| |

I

|

|

|

|
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Los Trastornos del Espectro Autista son cada vez 'mas
diagnosticados. Los Trastornos del Espectro Autista (ASD) son

una coleccién de trastornos relacionados con el desarrollo,

caracterizados por anormalidades en la interaccidn social vy
la comunicacidén, intereses restringidos y comportamientos
repetitivos. La clasificacidén actual del ASD reconoce cinco
formas distintas: autismo clésico o el trastorno auti%ta,
sindrome de Asperger, sindrome de Rett, trast#rno
desintegrativo de la infancia y Trastorno Generalizadoi dé
Desarrollo No Especificado (PDD-NOS). Un sexto sindro%e,

evitacidén patoldgica de la demanda (PDA), es un trasto&no

generalizado del desarrollo adicional. 1

El documento EP 0 366 638 describe un GPE ({(un tri-

péptido que consiste de los aminoadcidos Gly-Pro-Glu) y sus

‘derivados di-péptidos Gly-Pro y Pro-Glu. El1 documento EP O

366 638 describe que es efectivo como un neuromodulator y1es
capaz de afectar las propiedades eléctricas de las neuronasr
|

El documento W095/172904 describe que el GPE ti%ne

propiedades neuroprotectoras y que la administracidn de QPE

puede reducir el dafioc al sistema nervioso central (S@C)

mediante la prevencién o inhibicién de la muerte neuronal| y

célula glial.

El documento WO 98/14202 describe que la administracidn
de GPE puede aumenfar la cantidad efectiva de
acetiltransferasa colina (ChAT), descarboxilasa de éacido
glutamicoc (GAD), vy sintasa de 6éxido nitrico (NOS) en el

sistema nervioso central (SNC).

by
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El documento WO 99/65509 describe que aumentar la
cantidad efectiva de GPE en el SNC, tal como m%diante
administracién de GPE, puede aumentar la cantidad efectiva de
tirosina hidroxilasa (TH) en el SNC para aumen%ar la

produccidén de dopamina mediada por TH en el tratamiénto de

enfermedades tales como enfermedad de Parkinson. )

|
|

El documento WO 02/16408 describe ciertos anél%gos de
GPE que tienen sustituciones de aminocdcidos y ell efecto
fisioldgico equivalente a s GPE dentro de un pacieqte. Las
aplicaciones de los andlogos de GPE incluyen el trakamiento
de lesidén cerebral aguda y enfermedades neurodegenekativas,

|

que incluyen lesidén o enfermedad en el SNC.

RESUMEN

|
|
No hay ningun tratamiento actual, efectivo, par% el ASD

y €l cuidado del paciente se limita al manejo} de los
sintomas. n
|

Esta invencién se relaciona con analogos sinﬁéticos y

peptidomiméticos de &cido glicil-L-prolil-L- glutémifo (GPE) .

En particular, esta invencidén se relaciona con anélogos de

GPE vy peptidmiméticos que son anti-apoptdticos |y anti-

necréticos, con métodos para elaborarlos, con com%osiciones
o . | .

farmacéuticas que los contienen, y con su uso para mejorar la

funcién cognitiva y/o para tratar trastornos de pemoria y

para mejorar la conectividad neuronal en animﬁles. Mas

especificamente, esta solicitud se relaciona con métodos de

|

|
|
!
|

24
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uso del anédlogo de GPE, acido G-2Metil-Prolil-Glutémico (Gr -

MePE) en el tratamiento de ASD. !

|
|

La Patente Estadounidense No. 7,041,314 descﬂibe

|
|
|

En un aspecto, esta invencidén proporciona compuestoq de

composiciones de materia y métodos de uso de G- 2-MePE

la Férmula 1 y Férmula 2:

Férmula I

donde m es 0 o 1;
nes 0 o 1;

X es H o -NR®R’;

|
|
|
Y es H, alquilo, -CO,R®, o - CONRR’; |
Z es H, alquilo, -CO,R® 0 - CONRPR’; ﬁ

R! es H, alquilo, o aralquilo;

R?, R?, y R* son independientemente H o alquilo; j
cada R’ es independientemente H, alquilo, o un resi%o de
|

cada RS y R’ es independientemente H, alquilé, o)

alcohol graso;

aralquilo, o -NR®R’ es pirrolidino, piperidino, o morfoliLo;
o una lactona formada cuando un compuesto donde Y]es -
COz(alquil) y Z2 es -CO;H o donde Y es =~-CO;H y 2 ]es -

CO; (alquil) se lactoniza;

.’
f
|
|
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y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismgs,
l

N-Me-GPE, GPE amida, AEE,

dado que el compuesto no es GPE,
I

I
t
|
|
1

Otro aspecto 1la invencidén proporciona métodos para el
l

tratamientc de un animal que tiene un Trastorno del Espectro
|

Autista que comprende la administracién de una cant%dad
efectiva de Acido Glicil-L-2-Metilprolil-L-Glutémico (‘—2—
I
MePE) al animal. |
' |
|
:
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS I
|
|
con referencia| a

Esta invencidn se describe

realizaciones especificas de la misma. Otros aspectds vy
I

caracteristicas de esta invencidn se pueden entender! con

referencia a las Figﬁféé, en las que: |
|
!
. !

La Figura 1 es un esquema general para la preparacién de

!

andlogos sintéticos de GPE de la invenciédn. f
|
|

Las Figuras 2 y 3 representan esquemas para modyficar

|

residuos de glicina en GPE.

|
|
|
.’

Las Figuras 4 a 9 representan esquemas para medificar

i

|

residuos de &cido glutamico de GPE. {
I

I
:

Las Figuras 10 y 11 representan esquemas para modificar

enlaces peptidicos de GPE.

=
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Las Figuras 12 - 15 representan graficas
resultados de evaluar las neuronas in vitro

MePE y &cido ocadaico.

gue resumen 1los

con GPE o G-2-

La Figura 12 representa una grafica que muestra 1los
efectos del GPE sobre neuronas corticales | lesionadas con
Adcido ocadaico.

La Figura 13 representa una grafica gue muestra 1los
efectos del G-2-MePE en neuronas corticales| lesionadas con
acido ocadaico.

La Figura 14 representa una grafica gque muestra los
efectos del G-2-MePE, GPE en microexplantes cerebelosos
lesionados con acido ocadaico.

La Figura 15 representa una grafica gue muestra los

efectos del G-2-MePE o GPE sobre células estr

con acido ocadaico.

La Figura 16 muestra los efectos de inye

de G-2-MePE (en dosis de 0.012, 0.12, 1 .2 y

iadas lesicnadas

ccidn subcuténea

12 mg/kg) en el

numero de neuronas positivas a ChAT en el cuerpo estriado de

ratas de 18 meses de edad.

La Figura 17 muestra los efectos del tratamiento con G-

2-MePE sobre la retencién de memoria espacial en ratas de

mediana edad de 12 meses.

Se
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Las Figuras 18A y 18B muestran los efectos?del G-2-MePE
sobre memoria de trabajo espacial de ratas de édad avanzada
(17-meses de edad)Aepvun laberinto radial de 8| brazos luego
de 3-semanas de tratamiento y un lavado de nueve dias. La

Figura 18A muestra los perfiles de adquisicién|de laberinto

con el paso de los dias para los diferentes grupos. La Figura
18B muestra la proporcién de selecciones de laberinto

corresctas promediadas a través de lo dias para los grupos.

La Figura 19A muestra 1los efectos de una unica

administracién intraperitoneal de 4 dosis de G-2- MePE sobre

proliferacidén de neuroblastos seglin se evalila por el numero
de células positivas a PCNA en las zonas subventriculares
i

(SVZ) de ratas de edad avanzada.

La Figura 19B muestra los efectos de una unica

administracidén intraperitoneal de 4 dosis de G-+2-MePE sobre

co-localizacidén de PCNA y tefiido con doblecortina en una rata

tratada con la mayor dosis de G-2-MePE (panel derecho) en

comparacidén de la rata tratada con vehiculo (panel

izquierdo).

L.a Figura 19C muestra los efectos de G-2-MePE sobre

proliferacién de neuroblastos segin se evalﬁ% por tefiido

inmunohistoquimico PCNA en ratas de mediana edad.

La Figura 20A muestra un aumento significativo en el
nimero de astrocitos reactivos segin se evalua por tefiido con

GFAP en el hipocampo en ratas de edad avanzada en comparaciédn

de ratas jdévenes (*p<0.01) y ratas de mediana edad (*p<0.01).

83
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La Figura 20B muestra una fotografia de una seccién| de

|

la corteza cerebral de una rata vieja, gque muestra astrociFos

segun se evalla con tefiido GFAP, algunos de 1los cualesuse
asocian con formacidén de capilares (flechas). ]

La Figura 20C muestra los efectos dependientes de doéis

|

de tratamiento con G-2=-MePE (en dosis de 0.12, 0.12, 1 .2|y

12 mg/kg/dia) sobre la reduccidén del numero de astroci%os

segun se evalta utilizando tefiido GFAP en la sub-regidn Ch4

|

del hipocampo en ratas de edad avanzada. ]
|

La Figura 20D muestra los efectos dependientes de d sis

|
|

12 mg/kg/dia) sobre la reduccidén del numero de astrocitos

del tratamiento con G-2-MePE (en dosis de 0.12, 0.12, 1 .2,y

segun se evalua utilizando tefiido GFAP en 1la corteia

|
|
|
|

La Figura 21 muestra las propiedades farmacocinéticas db

cerebral.

deficiencia de MeCP2 tratados con solucidén salina.

GPE y G-2-MePE en 1la circulacién de ratas después d%
inyeccién intravenosa. %

La Figura 22 muestra los efectos de G-2-MePE sobre l%
duracidn de supervivencia aumentada en ratones con
deficiencia de  MeCP2 en comparacidén de ratones coq

La Figura 23 muestra los efectos de G-2-MePE sobre la

potenciacién a largo plazo del hipocampo como se mide por la!

|
|
|
|
|
|
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\
1
l
\
\

pendiente fEPSP en ratdnes deficientes MeCP2, en comdaracién

|
de ratones deficientes MeCP2 tratados con solucidén salina.

1
1
|
La Figura 24 representa una grafica dque muest&a los
1
efectos del G-2-MePE sobre la longitud de dendrita cdmo una

funcidén de la distancia desde el soma celular.

DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones

El término T“aproximadamente” con referencia a una

dosificacién o tiempo se refiere a una variable particular vy
|

un rango alrededor de esa variable que estd dentro del error

l
de medicidén normal, estd dentro del 20% del valor 4e la
l

variable. El términc “aproximadamente” con referencia.\a un

\
resultado observado significa que la variacidén estd dentro

del 20% del valor de la variable observada. |
l
1
l

\
El término “alquilo” significa un grupo hidrocarbilo

|
saturado lineal que tiene de uno o a seils &tomos de carb&no,

1
o un grupo hidroarbilo saturado .ramificado o ciclico ‘que

l
\
tiene tres a seis “4tomos de <carbono. Grupos alquilo| de

oL
ejemplo incluyen grupos alquilo de cadena recta y ramificada

l
o ciclicos, metilo, etilo, isopropilo, ciclopropilo, té

a
l
butilo, ciclopropilmetilo, y hexilo. \
|
l
1.

El término “animal” incluye humanos y animales \no
l

humanos, tales como animales domésticos (gatos, perros,\ y
1

similares) y animales de granja (vacas, caballos, ovejals,

cabras, cerdos, y similares).

1
1
1
l
|
1
1

S5
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El término “aralquilo” significa un grupo de la férmula

- (CHy) i-2Ar, donde Ar es un anillo aromdtico cafrbociclicoc o

heterociclico de 5 o6 miembros, opcionalmente sdstituido con
1 a 3 sustituyentes seleccionados de Cl, Br,-OH,-+ O~ alquilo,
—COﬂﬁ (donde R® es H o alquilo), o - NR%@, donde R® es como
se describié previamente y R’ es H o alquilo. Grupos
aralquilo de ejemplo incluyen bencilo, 2-clorobencilo, 4-
(dimetilamino)bencilo, fenetilo, 1 -pirrolilmetilo, 2-

tienilmetilo, y 3-piridilmetilo.

El término “enfermedad” incluye cualquier bondicién no
saludable de wun animal que 1incluye particularmente la
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad
de Alzheimer, esclerosis maltiple, diabetes, trastornos
motricés, convulsioﬁes, disfunciones cognitivas debido al

envejecimiento y Trastornos del Espectro Autista |que incluyen

autismo, Sindrome del Cromosoma X Fragil, Sindrome de Rett
(RTT), Trastorno Autista, Sindrome de Asperger, Trastorno
Desintegrativo de 1la Infancia y Trastorno Generalizado de
Desarrollo No Especificado (PDD-NOS), y Evitacidén Patoldgica

de la Demanda (PDA).

El término “residuo de alcchol graso” es un dJrupo

hidrocarbilo lineal "que tiene de siete a veinte 4tomos de
carbono, que contienen opcionalmente hasta tre; enlaces.de
carbono-carbono. Residuos de alcohol graso |de ejemplo
incluyen decilo, pentadecilo, hexadecilo (cetilo)|, octadecilo

(estearileo), oleilo, linocleilo, y eicosilo.

YA
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El término “factor de crecimiento”

molécula de sefializacién de polipéptido extra

estimula a una célula a crecer o proliferar.
El término “lesién” incluye cualquier dario

animal que incluye apoplejia no hemorragica,

traumatica,

significa

una

celular que

agudo de un

lesién cerebral

asfixia perinatal asociada con sufrimiento fetal

tal como aquel que sigue al desprendimiento, oclusidén de la

médula médulal o asociada con retardo del |crecimiento
intrauterino, asfixia perinatal asociada «con falla de
resucitacién adecuada o respiracién, traumatismos graves del

SNC asociados con incidentes de ahogamiento, incidentes de

muerte en la cuna, inhalacién de mondxido

amoniaco u otra intoxicacidén gaseosa, paro carc
meningitis, hipoglucemia y estado epiléptico, e
asfixia cerebral asociada con la cirugia de bypas
episodics de hipotensién e crisis de hipertens
cerebral y lesidén tédxica.

“trastornos

“Trastornos de memoria” o

trastornos caracterizados por
temporal o pérdida de la capacidad de aprender,

recuperar informacién.

del envejecimiento normal, lesidén en el cerebr
enfermedad neurodegenerativa, afecciones
afecciones genéticas (enfermedad de
hidrocefalia, otras enfermedades (enfermedad

enfermedad de Creutzfeld-Jakob, SIDA, meningitis)

tdéxicas, deficiencia nutricional, trastornos

cognitivos”

de carbono,
liaco, coma,
pisodios de
s coronaria,

ién, trauma

son

incapacidad permanente o

memorizar y

El trastorno de memoria puede resultar

o, tumores,

vasculares,

Huntington),

de Pick,

, sustancias

bioquimicos,

disfunciones psicolbégicas o psiquidtricas. La 1

resencia de

s
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12 ]
|

trastornos de memoria en un ser humano se puede esqablecer a
través del examen de“lé historia del paciente, examﬁn fisico,
pruebas de laboratorio, pruebas de formacidén de }imagen 3%
pruebas neuropsicoldgicas. Las pruebas neuropsikolégicas
estandar incluyen pero no se limitan a la Prueba dé Memoria
Visual Breve Revisada (BVMT—R), Bateria Automatizada de la
Prueba Neuropsicolégica de Cambridge (CANTAB), Escala de
Memoria en Nifios (CMS), Prueba de Memoria Contextual, Prueba
de Memoria de Reconocimiento Continuo (CMRT), Prueba de
Ascociacién de Palabra Controlada Yy Cuestion%rio de
Funcionamiento de Memoria, Escala de Memoria Neuropsicolégica
Denman, sub—prﬁeba de secuencia de Numero Letra y dejlapso en
Digitos de 1la Escdla de Inteligencia de adulJos IIT,
Evaluacién de la Memoria de Objetos de Fuld (FOME), Prueba de
Memoria para Disefios de Graham-Kendall, Prueba para, Memoria
de Guild, Prueba de Aprendizaje Verbal de Hopkins, Bareria de
Aprendizaje y Memoria (LAMB), Escala de auto—ClasiFicacién
Clinica de Evaluacién de Memoria (MAC-S3), Esc%las de
Evaluacién de Memoria (MAS), Prueba de Memoria Randt# Prueba
de Memoria de Reconocimiento (RMT), Prueba de Apr%ndizaje
Auditivo Verbal de» Rey (RAVLT), Prueba de Meméria de
Comportamiento de Rivermead, versién de Rusell de la Escala
de Memoria Wechsler‘ SRWMS), Memcria de Trabajo Espa;ial,
Prueba de Memoria y Aprendizaje (TOMAL), Escala de Memoria de

Vermont (VMS), Escala de Memoria de Wechsler, Evaluﬂcién de

Amplio Rango de Memoria y Aprendizaje (WRAML

|

v

El término ‘“excipiente farmacéuticamente acﬁptable”

significa un excipiente que es util en la preparacién‘de una

composicidén farmacéutica que es generalmente seguro, no

|
|
|
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téxico y deseable, e incluye excipientes que son aceptables
para uso veterinario asi como también para uso farmacéutico
en humanos. Dichos excipientes pueden ser sélidos, |liquidos,
semisdlidos, o, en el caso de una composicién en| aerosol,

gaseosos.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” significa
una sal que es farmacéuticamente aceptable y tliene las
propiedades farmacoldédgicas deseadas. Dichas sales| incluyen
sales que se pueden formar donde estan presentes los| protones
acidos en los compuestos que reaccionan con bases organicas o
inorganicas. Las sales inorgénicas adecuadas incluyen
aquellas formadas con los metales alcalinos, por ejemplo
sodio y potasio, magnesio, calcio, Yy .aluminio.- Las sales
organicas adecuadas 1incluyen aquellas formadas con bases

|
organicas tales como aminas por ejemplo etanolamina,

dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N—metilgiucamina,
y similares. Las sales también incluyen sales de adicidén de
acido formadas mediante reaccidén de un grupo amina .© grupos
presentes en el compuesto con un &cido. Los acidos adecuados
incluyen acidos inorganicos (por ejemplo acidos clor%idrico \%

bromhidrico) y &acidos organicos (por ejemplo acido |acético,

dcido citrico, &cido maleico, y acidos alcano- % areno-
sulfdénico tales como acido metanosulfénico y acido
|
bencenosulfénico). Cuando hay dos grupos &cido presentes en
un compuesto, una sal farmacéuticamente aceptable puede ser

una mono-sal mono-dcida o una di-sal; y de forma similar

donde hay mas de dos grupos acidos presentes, se pueden

salificar algunos o todos de dichos grupos. El mismo

£
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razonamiento se puede aplicar cuando estan presentes dos o

mas grupos amina en un compuesto.

El término “grupo protector” es un grupo gue bloquea
selectivamente uno o mé&s sitios reactivos en un compuesto
multifuncional de tal manera que se puede llevar a c¢abo
selectivamente una reaccidén quimica en otro sitio reactivo no
protegido, y de tal manera que el grupo se puede retirar
facilmente después que se ha completado la reaccidn

selectiva.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva”

significa la cantidad de un agente que, cuado se administta a

un animal para tratar una enfermedad, es suficiente para
efectuar tratamiento para esa enfermedad segun se mide

utilizando un sistema de prueba reconocido en la técnica.

El término “tratar” o “tratamiento” de una enfermedad
puede incluir prevenir que ocurra la enfermedad en un animal
que puede estar predispuesto a la enfermedad pero todavia no
experimenta o exhibe sintomas de la enfermedad (tratamiento
profilactico), inhibir la enfermedad (retardar o detener su
desarrollo), proporcionar alivio de los sintomas o efectos
secundarios de la enfermedad (que 1incluye tratamiénto
paliativo), y mitigar la enfermedad (que provcca regresidn de

la enfermedad) .

El término “déficit funcional” significa un déficit de

comportamiento asociado con dafio neuroldégico. Dichos déficits

incluyen déficits de marcha, como se observa en paciente% con

l

|
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enfermedad de Parkinson, anormalidades motoras como

se

observa en pacientes con enfermedad de Huntington. El défilcit

funcional también incluye colocacidén anormal de pies vy

trastornos de memoria descritos aqui.

Los términos “G-2-MePE” y “NNZ-2566"” significan

Glicil-2-metil-L-Prolil-L-Glutamato.

El término “convulsién” significa un patrédn anormal; de

actividad neuronal en el cerebro que resulta en un déf

;cit

motor o carencia de control motor que resulta en movimiento

anormal, que incluye movimiento espasmbédico. La “convuls

incluye anormalidades electroencefalograficas acompafiada

no por actividad motora anormal.

Los &tomos de hidrdégeno implicitos (tales como atomo

hidrégeno sobre un anillo pirrolidina, etc.) se omiten de:

férmulas para claridad, pero se debe entender que e

presentes.

Trastornos del Espectro Autista
Los trastornos del Espectro Autista (ASD) son
coleccién de trastornos relacionados con el desarro

caracterizados por anormalidades en la interaccidén sociz

4 ”

i0on

]
O

s de

una
llo,

1l y

la comunicacidén, intereses restringidos y comportamientos

repetitivos. La clasificacién actual del ASD reconoce cC
formas distintas: autismo clasico o el trastorno auti
sindrome de Asperger, sindrome de Rett, trast

desintegrativo de la infancia y Trastorno Generalizadg

Desarrollo No Especificado (PDD-NOS). Un sexto sindr

inco
sta,
orno
de

ome,
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evitacidén patoldégica de 1la demanda (PDA), es un traé

generalizado del desarrollo adicional. Sin embargo, a

torno

unque

cada vez mas se reconoce el PDA como un ASD, todavia no es

parte del Manual Estadistico y de Diagnéstico de Trast

Mentales (DSM-1V), publicado por la Asociacién de Psiqui

ornos

atria

Americana, aun no hace parte de la revisidén propuesta, el

DSM-V.

Autismo
El autismo clasico es wun trastorno del desar
neuroldgico altamente variable. Normalmente se diagng

-

durante la infancia 0 nifez temprana, con sin
|
manifiestos a menudo aparentes a partir de 1la edad
meses, y que se llega a establecer a los 2-3 afios. De ac

con los criterios establecidos en el DSM-IV, el diagnd

de autismo requiere que se presente una triada de sint

rollo

stica

tomas

de ©

uerdo

stico

omas,

que incluyen (a) deficiencias en la interaccidén social}, (b)

deficiencias en la comunicacién Yy (c) intereses W

comportamientos restringidos \% repetitivos.
disfunciones, tales como la alimentacién atipica, tambié
comunes pero no son esenciales para el diagnéstico. De
deficiencias, las deficiencias de interaccién social

particularmente importantes para el diagnéstico, y dos d

Otras

n sSon

lestas

s0on

e las

siguientes deficiencias deben estar presentes para un

diagnéstico de autismo:

(i) deficiencias . en el wuso de comportamiento

verbales mualtiples (por ejemplo contacto con los ojos)-

regular la interaccidn social;

para

o2



5

10

15

20

25

30

17

(ii) incapacidad para desarrollar relaciones entre pares

adecuadas para el nivel de desarrocllo;

(iii) carencia de busqueda espontdnea para ‘compartir

diversiones, intereses, o logros;

(iv) carencia de reciprocidad social o emocional.

|

Las deficiencias de comunicacién én el autismo Fe pueden
manifestar en una o mas de las siguientes formas: rétraso en
(0 carencia total de) el desarrollo del lenguaje ; hablado;
deficiencia marcada en la capacidad de iniciar o manLener una
conversacidén; uso estereotipado y repetitivo del #enguaje,
y/0o una carencia de juego de fantasia esponténeo. Tgmbién se

|
requieren patrones de comportamiento restringidoes,
repetitivos y estereotipados para el diagnéstico, tales como
preocupacién con uno o mas de interés considerados %normales
en intensidad, adherencia inflexible a rutinas o rituales,
gestos motores repetitivos y/o enfoque persistente en partes
de los objetos.

Por ultimo, para un diagndéstico de autismo, es ﬁecesario
que la deficiencia en el funcionamiento de por lo menos un
area (es decir, la interaccidén social, 1lenguaije, o juego

imaginativo) debe tener un inicio en por lo menos 3| afios de

edad.

El autismo se asocia cominmente con epilepsia o
actividad epileptiforme en el electroencefalograma| (EEG).

Hasta un 60 por ciento de los pacientes con autismo tienen

&3
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una actividad epileptiforme en sus EEG (Spence y Schneider,
|
2009 Ped Res 65: 599-606). |

1

|

El autismo también se asocia con alteracioqes en la

funcién de IGF-1, que se despliegan en el Sistem% Nervioso

l

Central (SNC) en pacientes con autismo (Riikonen etlal, 2006
Devel Med Child Neurol 48: 751 -755). Los niveles d% IGF-1 en
el aumento del SNC en pacientes con autismo deépUés del

. . |
tratamiento con agentes que reducen los sintomas, tales como

1
fluoxetina (Makkonen et al., 2011 Neuropediatrics 42:207-

209).

Es importante destacar que el autismo comparte

1
|
|
l
- - . ’
caracteristicas del Sindrome de Rett y el Sind}ome del

Cromosoma X Fragil en relacidédn con la conectividad ﬂeuronal.

. |
Todos los tres trastornos se caracterizan por defectos en la

1

funcidén sindptica y la conectividad neuronal. Esto selrefleja
en los estudios post mortem del cerebro humano Jn estos
grupos de pacientes, todos los cuales muestran la fa%la para
formar conexiones sinapticas normales. Esto se reflej% en las
caracteristicas morfolégicas alteradas, que son una r%duccién
en la densidad de la médula dendritica neurocnal, o densidad
de la médula dendritica mejorada, pero asocilada | a las

|

sinapsis inmaduras. Esto se refleja en los modelos animales
de autismo, sindrome de Rett y sindrome del Crom%soma X
Fragil, que se basan en los cambios genéticos conocidos por
ser ©patoldégico en estos trastornos. En estos %odelos

. . |
animales, los defectos de conectividad neurcnal se Eevelan

morfoldégicamente, y también como una Falla de la Potenéiacién

|
11
|
|
|

!



10

15

20

25

30

|
19 ]
|

a Largo Plazo (LTP). Esto es importante ya que el I?F—l, IGF-
1 [1 -3] y G-2-MEPE aumenta la formacidén de sinapsi%.

|
Sindrome de Asperger ]

El Sindrome de Asperger o Trastorno de As%erger es
similar al autismo, yrgomparte ciertas caracteristhas. Como
el autismo, el Sindrome de Asperger también se caracteriza
por la deficiencia en 1la interaccidén social y esta esta
acompafiada por intereses y comportamiento restrﬁngido Yy
repetitivo. Por lo tanto, el diagnéstico de Sirdrome de
Asperger se caracteriza por la misma triada de defﬁciencias
como el autismo. Sin embargo, difiere de los otros ASD al no
tener retraso general en el lenguaje o desarrollo cognitivo y
sin déficit en el intefés en el ambiente del sujeto.]Més aun,
el Sindrome de Asperger es normalmente menos severo en la

sintomatologia que el autismo clésico y los pacientes con

Asperger pueden funcionar con auto-suficiencia y lleYan vidas

Los trastorno desintegrativo de la infanci! (CDD),

relativamente normales.

Trastorno Desintegrativo de la Infancia

también se conoce como el sindrome de Heller, es una]afeccién
en la que el nifio se desarrolla normalmente hasta lo, 2-4 de
edad (es decir mas tarde que en el autismo y sindrome de
Rett), pero luego demuestra una pérdida severa ]de las
capacidades sociales, de comunicacidén y otras capacidades. El
trastorno desintegrapiyo de la infancia es muy par%cido al
autismo y ambos involucran el desarrollo normal segﬁido por
la pérdida significativa de lenguaje, Jjuego sécial y

capacidades motoras. Sin embargo, el trastorno desintégrativo

|
|
|

65
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de la infancia normalmente ocurre después que el autismo,
involucra una pérdida mas dramatica de las habilidade£ y es

mucho menos comun. ]

|
El diagnéstico del CDD es dependiente de 1la pérdida
dramdtica de las capacidades adquiridas previamente en dos o©
méds de las siguientes A&reas: lenguaje, capacidades sociales,
juego, capacidades motoras (tales como una disminucién
dramatica en 1la habilidad para caminar, subir, -agarrar,
etc.), control de la vejiga o el intestino (a peer de
capacitacién previa para ir al bafio). La pérdida d% las
capacidades de desarrollo puede ser abrupta y tener ‘lugar

durante el curso de dias a semanas o puede ser mas gradual.

Trastorno Generalizado de Desarrollo No Especificado
El Trastorno Generalizado de Desarrollo No Especificado

(PDD-NOS) es un ASD que describe pacientes gque exhiben

algunos, pero no todos, de los sintomas asociados con |otros

ASD bien definidos. El criterio clave para el diagnéstiFo de
un ASD incluye la dificultad de socializar con oFros,
comportamientos repetitivos, y sensibilidades aumentadas a
ciertos estimulos. Todos estos se encuentran en los; ASD
descritos anteriormente. Sin embargo, el autismo, SindroLe de .
Asperger, sindrome de Rett y trastorno desintegrativo de la
infancia todos tienen otras caracteristicas que permitén su
diagnéstico especifico. Cuando no se puede realiza¥ el
diagnéstico especifico de uno de estos cuatro trasto%nos,

pero es evidente el ASD, se realiza un diagnéstico de’PDD—

NOS. Dicho un diagnéstico puede resultar de los sintomas que
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inician en la mas ultima edad que es aplicable pa

afecciones en el espectro.

Sindrome de Rett

El sindrome de Rett (RTT) es un trasto

neurodesarrollo que casi siempre exclusivamente afec
mujeres (1 en 10:000 nacidas vivas).
un Trastorno del Espectro Autista

Diagnéstico de Trastornos Mentales, Cuarta Edicidén -

ra otras

rno del

ta a las

El RTT se clasifica como

(Manual Estadistico y de

‘Revisada

(DSM-IV-R) . Aproximadamente 16,000 pacientes estan afectados

actualmente por este en los Estados Unidos. (datos
Syndrome Research Trust).
Rett, los siguientes sintomas son caracteristicos:

deterioro desde la edad de 6-18 meses;

del Rett

Para un diagnéstico del sindrome de

desarrollo

desaceleragién del

indice del crecimiento de la cabeza entre los 3 meses y 4

anos, lenguaje gravemente deteriorado, movimientos de la mano

repetitivos y estereotipados, y anormalidades en el ¢

por ejemplo, caminar de puntillas o caminar inestable

piernas rigidas. Se presenta, adicionalmente,

aminado,

con las

un numero de

criterios de apoYo que pueden ayudar en el diagndstico de

sindrome de Rett, pero no son esenciales para el diagndstico.

Estos incluyen dificultades respiratorias,

los EEG, <convulsiones, rigidez muscular y espas

escoliosis (curvatura de la columna), rechinar los

manos y pies pequefics en relacidédn con la altura, ret

crecimiento, disminucidén de la grasa corporal vy

~ « . ol
muscular, patrones anormales del suefio, irritabi

agitacién, dificultades para la masticacién y/o de

mala circulacidén y estrefiimiento.

anormalidades en

ticidad,
dientes,
raso del
la masa
lidad o

glucién,
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El inicio de RTT por lo general comienza entre |los 6-18

meses de edad con una desaceleracién de los ingices de
desarrollo y crecimiento. Esto es seguido por una fase de
regresién (normalmente en los nifios de 1 a 4 afios de edad),
fase de pseudo-estacionaria (2 - 10 afios de edad) y un estado
de deterioro motor tardio progresiva posterior. Los |sintomas

RTT incluyen desaceleracidén subita del <crecimiento vy

regresién en el lenguaje y las habilidades motoras que
incluyen movimientos de la mano intencionales 'que son
reemplazados por movimientos estereotipados, caracteristicas
autistas, ataques similares a panico, alteraciones del ciclo
del suefio, temblores, convulsiones, disfunciones
respiratorias (apnea episdédica, hiperpnea), apraxia,

distonia, discinesia, hipotonia, cifosis o) escoliosis

progresiva y deterioro <cognitivo severo. La mayoria de
pacientes RTT sobreviven hasta la edad adulta con
discapacidades graves y requieren atencidén las 24 horas del

dia.

Se reporta que entre el 85% y 95% de los casos de RTT
provocados por una mutacién del gen MecpZ (Amir et al. 1999.
Nat Genet 23: 185-188; Rett Syndrome Research Trust)g— un gen
que codifica la proteina de unidén metil-CpG 2 (MeCP2). EI
Mecp2 mapea al cromosoma X (ubicacidén Xg28) y por esta razodn,

las mutaciones al gen en los hombres son usualmente |letales.

Aunque el RTT es un trastorno genético, menos del 1y de los
casos registrados son hereditarios; casi todas las de MecpZ
ocurren de novo, con dos terceras partes provocadas por

mutaciones en 1los dinucledétidos 8 CpG (R106, R133, T158,
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R168, R255, R270. R294 y R306) ubicados en el tercer y cuarto

exones.

E1l MeCP2 es una proteina gue une los dinucleétidos CpG
metilados para ejercer silenciamiento transcripcional| del ADN
en el SNC. El1 efecto clave de una reduccién o ausencia del
MeCP2 parece ser una deficiencia del desarrollo de la médula
dendritica y la formacidén de sinapsis. La expresién de MeCP2
parece corrélacionarse temporalmente con la maduracidén del
cerebro, explicando por qué los sintomas normalmente aparecen

alrededor de los 18 meses de edad.

Presentacién de lasréarécteristicas comunes a los ASD,

Tomando juntos los trastornos del ASD, estd claro que
existen puntos en comin en la presentacién de los |sintomas
entre todas las 5 formas. Estaé caracteristicas comunes son
las deficiencias en las competencias sociales normalés y los
comportamientos repetitivos. En todos menos en el sindrome de
Asperger también hay una presentacidén consistente del retraso
en el desarrollo intelectual mds cominmente manifiesto como
una insuficiencia en las capacidades de lenguaje. La pérdida
cognitiva relacionada con los parametros normales ‘para la
edad es a menudo bastante marcada en el autismo, sindrome de
Rett, CDD y PDD-NOS. La presencia de epilepsia o actividad
anormal en el EEG también es comin con el autismo, el
Sindrome del Cromosoma X Fragil vy Sindrome de Rett. La
epilepsia se produce en situaciones de conectividad |neuronal
anormal. La conectividad neuronal deteriorada vy | funcién

sindptica trastornada es una caracteristica comun del

i
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|

1

autismo, el Sindrome del Cromosoma X Fragil vy Singrome de

Rett y de modelos animales de estas afeccicnes. 1

1

|

Modelos Genéticos de ASD |
Para ofrecer validez, los modelos animales de A#S deben
mostrar sintomas similares a las condiciones clinicasﬂy tener
un gradc razonable -de validez evidente con respecﬁo a la
etiologia de aquellos sintomas. Se sabe que el ﬂautismo
clasico puede ser provocado por muchas diferentes
deficiencias genéticas y no se considera que el \defecto
genético 1individual sea responsable de més de un \pequeﬁo
porcentaje de los casos de autismo. De hecho, elstudios

l

recientes han revelado numerosas variaciones estructurhles de

l

novo de ubicaciones cromosémicas que se consideran la base

l

del ASD, ademds de defectos genéticos hereditarios| raros
|

(Marshall et al, 2008; Sebat et al, 2007). Por lo tanto, la

variacion de numero de copia (CNV), la transubicacién y la

inversién de secuencias de genes en 20 sitios clave L mas,

que incluyen 1lp, 5q, 7q, 159, lép, 17p y Xq, se han mapeado

como los loci ASD.

|
|

Sin embargo, a pesar del fondo poligenético suby%cente
de ASD, y la complejidad de la etiologia, se sabe que c%ertos

|

defectos genéticos pueden producir ASD. Algunos d? los
mejores defectos caracterizados surgen de aberra%iones
cromosémicas de genes que codifican un grupo de protein%s de
densidad postsinaptica, que incluyen neuroligina-3 (NLFNB),
neuroligina-4 (NLGN4), mneurexin-la (NRXN1l) y shank3 (Sebét et

al, 2007). Es importante destacar que estos defectos apﬁntan

a la funcién sindptica alterada y por lo tanto a la

|
|
|
|
|
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conectividad neuronal perturbada como una ruta final ¢omﬁn en
el autismo y los trastornos relacionados (Minshew vy Williams
2007 Arch Neurol 64:945-950; Gilman et al, 2011 Neuron 70:898
-907) . Dichos déficits de conectividad se reflejan en
hallazgos morfoldgicos en el examen post mortem, que revela
un aumento de densidad de médula dendritica en el |autismo

(Hutsler y Zhang Brain Res. 2010. 1309:83-94).

El NLGN3 y NLGN4 son moléculas de adhesidn |celular

postsinaptica presentes en las sinapsis glutamatérgicas.
Cumplen wuna funcién en la coordinacién del contacto
presinaptico al sitio postsinaptico y también interactian con
los andamios postsinapticos de proteinas shank3. |Se han
observado mutaciones a NLGN3 y NLGN4 en la poblacidén ASD vy
representan quizads el 1% de todos los casos de ASD (Liintas &
Persico, 2008). Jamain y colegas informaron por primera vez
un sentido errdéneo a NLGN3 y un desplazamiento del marco a

NLGN4 en dos sujetos no relacionados, lo que resulta en el

Sindrome de Asperger y el autismo clésico, respectivamente
(Jamain et. al, 2003). Si bien es baja la incidenéiaide las
mutaciones NLGN3 o NLGN4 en la poblacién ASD (de hech&, no se
observaron mutaciones en un estudic de 96 pacientes con ASD
en un estudio Canadiense; Gauthier et al, 2005),| se ha
confirmado en estudios preclinicos que 1las mutaciones de
neuroligina pueden de hecho producir el modelo de 1los
sintomas autistas. Por 1lco tanto, la introduccién| a 1los

ratones del mismo sentido errdneo R451 C a NLGN3 que se ha

informado resulta clinicamente en una cepa mutante de ratédn

que muestra la interaccidén social reducida y aumento de 1la

transmisién sindptica inhibitoria (Tabuchi et al, 2007).
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|
|

El mutante R451 C por lo tanto representa un modelo de
ratén para ASD con base en la mutacién NLGN3. En este caso,
la mutacidén en la posicidén R451 del NLGNB' resulta en una
mutacién ‘ganancia de funcién’. 1
|
l
|

En contraste, el modelamiento de la muthién clinica de
NLGN4 en ratones se logra mediante una muta&ién de ‘pérdida
de funcién’ de NLGN4 (un modelo modificado clésico). En este
modelo, el ratén mutante exhibe un. déficit] de interaccién
social y wvocalizacidén wultrasdénica reducida 1(Jamain et al,
2008). Los déficits de comunicacidén son cent&ales a los ADS
clinicos y en el ratén modificado wuna| reduccién en
l

vocalizaciones ultrasédénicas de lo ratones machos expuestos a

contrapartes hembras tipo natural apoya la validez evidente

|
|
|
|

de la cepa como un modelo de ASD.

Las proteinas de neurexina presinéptiqas inducen la
diferenciacidén postsindptica en dendritas opuestas a través
de interacciones con contrapartes de1 neuroligina
postsinaptica. Las mutaciones de la neurexina{l un gen (NRXN
1) se han reportado en numerosos estudios (Seb%t et al, 2007;
Marshall et al, 2008; Kim et al, 2008; Yan %t al, 2008) vy
estas se han observado en la forma de variante% de numero de
copias. Como con las mutaciones NLGN, cuando 54 introducé una
mutacién del gen NRXN1 a ratones (en fOfma de (genes
modificados), se produce una cepa mutante’ con cilertas
caracteristicas similares a ASD (Etherton et all 2009). Estos

l

ratones modificados NRXN]l muestran una dismipnucién de la

frecuencia de corriente postsindptica excitadora en miniatura

|
|
|
|
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del hipocampo (mEPSC) y wuna relacidén de |entrada-salida
reducida de las corrientes evocadas. Estos efectos
electrofisioldégicos se relacionan con la disminucidén de la
transmisién excitadora en el hipocampo. Rdemas de la
neurcotransmisidén excitadora reducida, los ratones modificados

NRXN1l exhiben una disminucién en la inhibicién pre-pulso,

aunque no parece ser afectado el comportamiento social

(Etherton et al, 2009).

Compartiendo ciertas caracteristicas con la construccién
trans-sindptica de neurexina-NLGN, la molécu%a de adhesién

celular 1 (CADM1) que es una proteina de la familia

immunogolbulina presente pre-y post-sindpticamente también
estd implicada en la actividad de adhesién de células trans-
sindptica (Biederer et al, 2002). Las mutaciones en el gen
CADM1 se han detectado en pacientes con ADS y parecen
representar otra posible causa de estas afecciones (Zhiling

et al, 2008).

El analisis de ratones modificados CADM1 revela que
estos animales muestran un comportamiento relacgionado con la
ansiedad aumentado, interaccién social deteriorada y memoria
social y reconocimiento deteriorado. Ademés| los ratones
modificados CADM1 demuestran habilidades métoras pobres
(Takayanagi et al, 2010). Estas disfunciones ;son de nuevo

consistentes con la sintomatologia de ASD.

El sindrome de supresidén de 22gl3 (también |conocido como

|
Sindrome Phelan-McDermid), es un trastorno genético raro
I

provocadc por una microsupresién en el extremo terminal g
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13.3 del cromosoma 22. Esta microsupresién es raramente no

cubierta por la deteccidn genética tipica y se recomienda unha

prueba de hibridacién in situ de fluorescencia para confirmgr
el diagndéstico. Los trabajos recientes indican que el
sindrome es provocado por errores en el gen shank3, una
proteina postsinaptica de densidad critica para el
funcionamiento neurcnal normal. Curiosamente, los errores én
este gen también se han asociado con ASD y el sindrome de
supresidén 22gl3 comﬁpmente puede 1llevar a un diagnédstico de
ASD (Durand et al, 2007; Moessner et al, 2007; Sykes et al,
2009). Dada la estrecha asociacién del sindrome de supresiodn

22gql3 'y el diagnéstico de ASD consecuentes, se ha

desarrcllado un modelo de ratdn mutante de esta mutacidn.

El ratdédn meodificade shank3 exhibe wvarias deficiencias

que reflejan los sintomas de ASD, que incluyen vocalizaciones
ultrasénicas reducidas (es decir, comunicacién sociél
disminuida), asi como también problemas de tiempo %e
interaccidén social entre los ratones. Adicionalmente, estos
ratones tienen transmisién excitadora CAl de hipocampo
deteriorada, medida mediante relacién de entrada-salida de
las corrientes evocadas y ©potenciacién a largo plazo
deteriorada (LTP). Se considera que el LTP que es un proceso
fisioldgico subyacente a la formacidén y consolidacidén de la

memoria. Por lo tanto, el modelo exhibe un fenotipo similar|a

la NLGN4 modificado, consistente con ASD.

Como se ha serfialado, el sindrome de supresidn 22dl3 es

|

muy raro. Sin embargo, proporciona informacién importante que

pueden tener los genes especificos involucrados en la
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etiologia de los ADS. Ademds al shank3, este trastorno revela

posible defecto genético adicional en ASD. De los 50 o menbs

casos de sindrome de supresién 22gl3 descritos, todos menos
unc tienen una supresidén de gen que se extiende més alla (de
shank3 para incluir un gen adicional, conocido como el gen
Islet Brain-2 (IB2) (Sebat et al, 2007). La proteina 1IB2
interactiia con muchas otras proteinas como MAP guinasas. y

proteina precursora amiloide, parece influir en el trafico |de

proteinas en 1las neuritas, y se enriquece con densidades
postsindpticas (Giza et al, 2010). Los ratones que carecen |de
proteina (IB2-/- ratones modificados) exhiben interaccién
social deteriorada (inhalacién social reducida y tiempo |de

interaccidn), exploracién reducida y déficits cognitivos| y

motrices (Giza et al, 2010). Este fenotipo de comportamiento
i
se asccia con la transmisién excitadora reducida en 1las

células del cerebelo. Como con shank3 modificado, el fenotipo

de mutacidén IB2 por lo tanto también es consistente con ASD.

Adicionalmente a los modelos animales de defectos |de

proteina de densidad postsindptica descritos anteriormenﬁe,
|
otros sindromes monogenéticas que comparten var%as
caracteristicas con ASD pueden llevar al autismo ofrecen otra
via para la objetivacidédn de farmaco de ASD. Un excelepte

ejemplo de esto es el Sindrome del Cromosoma X Fragil.

El Sindrome del Cromosoma X Fragil (FXS) es provocado
por la expansién de una Unica secuencia de gen !de
trinucledétido (CGG) en el cromosoma X que da como resultado
la falla en expresar la proteina codificada por el gen fmrl.

El FMR1 (cromosoma X fragil de retraso mental 1) es una
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< . |
proteina necesaria para el desarrollo neuronal normal. E1 FXS

|

|
pueden provocar que un nific tenga autismo (Hagerman et al,

|

2010); en el 2-6% de todos 1los nifios diagnésticados con
|

autismo, la causa es la mutacién del gen FXS. Mas aun,

aproximadamente el 30% de 1los nifios con FXS \tienen algun
1

gradc de autismo y un 30% adicilonal se diagnostﬂcan con PDD-

'1
e 1
NOS (Hagerman et al, 2010). De hecho, el %indrome del

1
Cromosoma X Fré&gil es el gen conocido més comﬁn unico que

l
provoca autismo. Los ratones modificados FMRl se han
|

|
desarrollado como un modelo de FXS y, por lo taqto, Como un

1

modelo adicional de ASD. La mutacién modificada g#néticamente
1

del gen FMR1 ha mostrado que resulta en déficits de

. ' ' ' l
conectividad neurcnal tales como el desarrcllo anormal de la
1

g

médula dendritica y la poda sinédptica (Comery et\al, 1997),
1

junto con una desregulacidén asociada de proteinasﬁde yamiaje
\

dendriticas (que incluyen shankl) y subunidades d%l receptor

l
de glutamato en densidades postsinapticas (SchiiFt et al,

|
2009). Estos efectos sobre la morfologia de las\ dendritas

resulta en déficits en las medidas funcionales de
|

|
conectividad tales como LTP deteriorado en la corFeza y la

l
amigdala (Zhao et al, 2005) y el hipocampo (Lauterb@rn et al,
|

. . L . 1
2007), asi como también cognicidén deteriorada (Kreuger et al,

|
|

2011) y una mejora en la ansiedad social (Spencer et al,

l
l

2005). Estos déficits de conectividad se reflejan‘I en los
1

pacientes FXS, que muestran una mayor densidad de lb médula
|

|
dendritica en el andlisis post mortem (Irwin et a%., 2000

\
Cereb corteza 10: 1034-1048). Esta mayor densidaq de 1la
R 1
médula dendritica se acompafia de sinapsis inmaduras kKlemmer

1
|
et al., 201 1 J Biol Chem. 286:25495-25504), es decirn, puede

representar un estado de inmadurez funcional.
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En contraste con los ADS del autismo, Asberger, CDD vy
PDD-NCS, el sindrome de Rett parece tener una base casi
monogenética y se puede modelar en ratones con]buena validez
evidente. Se considera que el sindrome de Rett'es provocado,
en hasta el 96% de los casos, por un defecto enlel gen MECP2
(Zoghbi, 2005) . Como resultado, los ratones mutantes
modificados ECP2 proporcionan un modelo animal Fon todas las
caracteristicas de» gspe sindrome de Rett clibico, con un
fenotipo que muestran algunas coincidencias con los modelos
modificados NLGN4, SHANK3 y IB2 de ASD. Por lf tanto, 1los
ratones modificados MeCP2 muestran un claro det%rioro en LTP

en el hipocampo, junto con una disminucién corregpondiente en

la memoria social y espacial (Moretti et al,; 2006) y el

reconocimiento de objetos deteriorado (SchaeYitz et al,
2010) . Este deterioro en LTP se acompafia de un% disminucién
de la densidad de la médula dendritica. Los pacJentes con el
sindrome de Rett presentan una densidad de méduﬂa dendritica
reducida (Belichenko et al, 1994 Neuroreport 5:. P509—1513).
|

Por lo tanto, los ASD en seres humanos comparten muchas
caracteristicas de trastornos cognitivos o del d?sarrollo en
animales, que incluyen roedores. Por lo tanto, ios estudios
de terapias de ADS en roedores tales como ratones’y ratas son
razonablemente predictivos de los resultados obteTidos en los
seres humanos. Una caracteristica comin que se oﬁserva en el
autismo, Sindrome del Cromosoma X Fragil y el Eindrome de
Rett es la presencia de déficit de conectividad neuronal, que

se refleja en cualquiera densidad de médula] dendritica

reducida o densidaq .de médula dendritica meborada con

|
|
|
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sinapsis inmaduras. Las consecuencias funcionales de estos
cambios morfolégicos son similares en modelos animales de
estos trastornos, reflejados como déficits en LTP, por

ejemplo.

Tratamiento de Modelos de ASD Clinicos y Modelos de Anim;l
ASD Con G-2-MePE ‘
Como se describidé anteriormente, se observa una
patolcgia conservada en ASDs que comprende desarrollo de
neurita deteriorado, conectividad sindptica deteriorada y un
deterioro correspondiente en el funcionamiento social |y
cognitivo como resultado. Dichas disfunciones sinapticas
resultan de las funciones alteradas genéticamente de
proteinas de densidad postsindptica. El crecimiento de
neuritas normal y el desarrollo postsinaptico pueden ser

regulados y aumentados por factores de crecimiento tales como

el factor neurotrdéfico derivado del cerebro (BDNEF; Chaple?u

et al, 2009) y factor de crecimiento-1 similar a insulina
|
(IGF-1; Riikonen et al, 2006; Tropea et al, 2009). De heché,
el IGF-1 es esencial para el crecimiento normal de la méduia
dendritica y la formacién de sinapsis (Cheng et al, 2003 |J
Neurosci Res 73: 1 -9). Los farmacos que promueven la funcion
del factor de crecimiento son por lo tanto de uso en el
tratamiento de trastornos del desarrollo progresivos tales
como ASD. El G-2-MEPE es una pequefla molécula analoga
metilada del tripéptido terminal del IGF-1, IGF-1 (1 -3

Como un analogo mimético de IGF-1, la G-2-Mepe ejerce efectos

tréficos y neuroprotectores en diversos modelos animales. Por

lo tanto, la G-2-MEPE es eficaz en el tratamliento de lqs

sintomas de ASD, tales como aquellos relacionados con
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disfunciones sindpticas que resultan de las mutaciones en #os
genes descritos anteriormente. .
N s . ’

En términos clinicos, 1los pacientes ASD, que presentan

autismo, Sindrome de Asperger, sindrome de Rett, trastoino

|

desintegrativo de la infancia y PDD-NOS, asi como tambpén

pacientes con sindrome de supresidén 229gl3, Sindrome jdel

|
Cromocsoma X Fragil y evitacién patolédégica de la demandal se

|

tratan con G-2-MePE. Los pacientes exhiben deficienqias
soclales 'y de comunicacién asi como también déf{cit
cognitivo. El tratamiento con G-2-MePE, por ejemplo, en |una
base diaria y en otro ejemplo, mediante la ruta orél,f se

. : L .
observa que induce una mejora en los movimientos repetitivos

estereotipicos, funcionamiento social mejorado vy desembeﬁo

|
|
|
|

En modelos animales de ASD, el tratamiento diario con G-

cognitivo mejorado luego de tratamiento con farmaco.

2-Mepe por sonda oral o inyeccidn intraperitoneal a ratones

|
modificados genéticamente mejorarda los sintomas similarEs a

|

ASD. El1 G-2-Mepe es eficaz en 1los siguientes modelo$ de
ratones mutantes ASD: mutante NLGN3 (R451 c), %LGN4
modificado genéticamente, NRXN1 modificado genéticamente,
CADM 1 modificado genéticamente, shank3 modificado
genéticamente, IB2 modificado genéticamente, FMRI1 modif#cado
genéticamente vy MeC?ZH modificado genéticamente. Cuan&o se
administra sub-crénicamente (1 -10 semanas) sobre una} base
diaria, el G-2-MEPE es eficaz en la mejora de LTP ?n el
hipocampo después de la estimulacién en réafaga L la

estimulacién de alta frecuencia. De forma similar, e” G-2-

Mepe aumenta la neurotransmisidén excitadora segun se mi%e por
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los registros electrofisioldgicos potencialéd postsinapticos
extracelular del campo de la corteza, el' hipocampo y el
cerebelo. Como resultado de neurotranstsién excitadora
mejorada (reversién del déficit de 1a ]neurotransmisién
similar a ADS observado), se observa que ellG—2—MEPE mejora
las pruebas de resultado cognitivas vy nmto#as de desempeifio
cognitivo. Por lo tanto, la G-2-Mepe mejora]el desempefio en
las pruebas del laberinto de agua de Morrig y laberinto de
brazos radiales. En ioé modelos de interaccién social, el G-
2-Mepe, administrado a ratones mutantes ASD, aumenta el
tiempo dedicado por los machos modificados g¢genéticamente en
interaccién social con las hembras de 1tipo natural.
Adicionalmente, se incrementa las vocalizacio%es ultrasdnicas
a ratones hembra del tipo natural. En modelos en los que se
obsérva que se reduce la longevidad en ratones mutantes en
comparacién con los controles de tipo natural (tales como
modelo de ratédn modificado genéticamente MeCP2 de sindrome de
Rett), el tratamiento con G-2-Mepe aumenta Qa vida util de
los animales. o ’
|
Se ha encontrado que el G-2-MEPE inhibe lLs convulsiocnes
no convulsivas (NCS) en animales con lesifnes hipbéxico-
isquémicas causadas por oclusidn de la arterialcerebral media
(MCAQC;. Patente Estadounidense No. 7,714,020; Fu et al., NNZ-
2566, a glypromate analog, attenuates brain i%chemia—induced
nonconvulsive seizures 1in rats, J Cerebril Blood Flow
metabolism (2008) 1 -9) e 1inhibe 1la neurognflamacién en
animales con lesiones por penetracidén balistica (pTBI; Wei et
|

al., NNZ-2566 treatment inhibits neuroinflammation and pro-

inflammatory cytokine expression induced b% experimental

|
|
|
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|
|
|
|
|
|

penetrating  ballistic-like  brain injury; 1in rats, J.
Neuroinflamation (2009) 6: 19, 1 -10).
Nuestros hallazgos de que G-2 &epe también es

efectiva en el tratamiento de sindrome de; Rett y ASD, son

|

|

completamente inesperado sobre 1la base] de la técnica
anterior. Esto es debido a que el SNC en él modelo MCaO es
provocado por la hipoxia-isquemia vy {a expresién de
citoquinas inflamatorias en el modelo pTBlRes provocada por
un traumatismo penetrante, ambos de los cuales son lesiones

agudas que son muy diferentes de los efecﬂos crénicos de la

|

MECP2 u otras mutaciones en la maduracidén sindptica.

|
|

Debido a que la G-2-MEPE es un miembro\de los compuestos
de anidlogos de GPE descritos aqui, cLalquiera de 1los
compuestos descritos también pueden serj efectivos en el
tratamiento de los sintomas de ADS. Adicionalmente, debido a
que los compuestos y métodos de esta invencidén se dirigen a
los mecanismos subyacentes neuroldgicols (por ejemplo,
inflamacidén neuronal reducida. al inhibirj la liberacidén de

| |

citoquinas inflamatorias), esta invenc1én?puede proporcionar
mas de manejo a corto plazo de los 31ntowas Mas bien, los
compuestos y métodos ‘de esta invencién ]pueden mejorar la
funcién neuronal, promover la migraciém de las células
neuronales, promover la neurogeniJ, promover la
diferenciacién de citoblastos neuronales, promover el
crecimiento axonal y dendritico, vy promdver la transmisién
sindptica, aliviando asi los sintomas adveLsos del ASD.

\
Compuesto de la Invencién

f
|
|
|

@\
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Aunque la definicidén mas amplia de la invencidén se
establece en el Resumen, se describen actualmente ciertos

compuestos de esta invencién.

En un aspecto, esta invencidn proporciona compuestos dé

la Férmula 1 y Férmula 2:

(CHa)em z

Férmula 1 Férmula 2

donde m es 0 o I;

nes 0o 1;

X es H o - NR°R';

Y es H, alquilo, -CO,R’, o - CONR°R’;

Z es H, alquilo, -CO,R® o - CONR®R’;

R' es H, alquilo, o aralquilo;

R?, RS, y R* son independientemente H o alquilo;

cada R’ es independientemente H, alquilo, o a fatty
alcohol

cada R V% R’ es independientemente H, alquilo, o
aralquilo, o -NR®R’ es pirrolidino, piperidino, o morfolino;

0 una lactona formada cuando un compuesto donde Y es -
COz(alquilo) y Z es -COH o donde Y es -CO;H y Z es -

COz(alquilo) se lactoniza;

B
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y las sales farmacéuticamente aceptables de los mism
dado que el compuestc no es GPE, N-Me-GPE, GPE amida, A

GPQ o una sal de los mismos.
S En algunos aspectos, esta invencién incluye:

(a) los compuesto son compuestos de la Férmula 1;
{b) m es 0;
(c) n es 1;
10 (d) por lo menos uno de X, Y, RY, R?’, R?) R v R® no
hidrbégeno; |
(e) X es- NR%J; \
(f) Y es -CO;R® o - CO.NR®°R’; y
(g) Z es -CO,R®> o - CO,NR°R’.
15
Otro compuesto de la invencidén son compuestos de
Férmula 1 en donde X es -NRR” yv R® y R’

independientemente alquilo o aralquilo. La realizacién

os,

PE,

es

la
son

mas

preferida es un compuesto de la Férmula I en donde X es ~-NR®R’

20 y R® y R’ son alquilo.

AGn otro compuesto de la invencién es G-2-MePE,

un

compuesto de la Férmula 1 en donde m es 0. n es 1,

Rl

=R3=R%=H, R? es metilo, X es NR®R’ donde R®=R’=H, Y es CO,R®

25 donde R® =H, Z es CO,R° donde R®> =H.

Farmacologia y Utilidad

Los compuestos de esta invencidédn pueden tener efectos

anti-inflamatorios, anti-apoptéticos, anti-necréticos

30 neuroprotectores. Se puede medir su actividad in vivo

3]
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la rata. Se sabe que con el envejecimiento, las ratas y otfps
|

de pérdida de memoria,

estudios en ratas de agentes terapéuticos son predictivos d

los efectos terapéuticos en

estudios de 1los efectos

38

\

mediante conteos celulares, tefiido especifico de

|
marcadores
|
deseados, o mediante métodos tales como aquellos d?scutidos
|
L \
en Lempt ND et al: Hipoxia-isquemia induces transforming
|

|
i
growth factor f T mRNA in the infant rat brain. Molecular

|
i

Brain Research: 13: 93-101. Su actividad también Ese pude
i

|
medir in vitro utilizando métodos conocidos. en la técnica o
. |
descritos aqui.

|
i

|
1
{
\
i
{
Las condiciones que afectan la funcidén cerebral liegan a
|
[
ser frecuentes en las poblaciones envejecidas. La perdida de
|

|
memoria y el deteriorc de memoria son angustiosos pa#a los

|
|
pacientes afectados y sus familias. La pérdida o deteridbro de

|
i

la lesidn
|
ciones
\
sicolbgicas o siquidtricas. Es por lo tanto de gran bene¥icio

memoria puede resultar. del envejecimiento normal,

al cerebro, la enfermedad neurodegenerativa y disfun

i
|
para los pacientes, sus familias y para la sociedad que se
|

t
. . . . \
identifiquen compuestos novedosos y caracterizados porque
: |

i
mejoran la memoria y/o funcién cognitiva, y tratan o evitan

la pérdida o deterioro de memoria.

|

!

Es deseable estudiar los efectos de potenciales efec&os

terapéuticos en sistemas animales. Un dicho sistema

ﬁtil\es
\

animales (que incluyen seres humanos) pueden exhibir sintomés

\

. ' \
deterioro de memoria vy otrqs

|
disfunciones cognitivas.

|
Adicionalmente, se sabe que 1lds

|
|

humanos. Por 1lo tanto, 1lo

!
€
1
1
|
8
ﬂ
del GPE y G-2-MePE y la funcién

|
!
ratas envejecidas son razonablementé
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1
t

|
|
predictivas de los efectos terapéuticos de aquelloé agentes

|

[} 3 . . l 7
en el envejecimiento de los seres humanos que tienen o estan

|
propensos a adquirir déficits de memoria u otra dijsfuncién
|

L . . L
cognitiva. Los compuestos de esta invencidn pueden mefjorar la
|
|
| .
trastornos de memoria. La
1
. . 1} [} 1 . I3 . \ .
actividad de mejoramiento cognitivo in vivo se pued@ medir

funcién cognitiva y/o tratar

|
o} neurosicdlégicas
1
- . r . 13 2 1- -
estandar conocidas por individuos expertos en la tecn%ca. Se

mediante pruebas de comportamiento

. \
pueden escoger dichas pruebas de un amplio rango be las

1
. ] v . l » z
pruebas disponibles descritas anteriormente, y variaran

1
|

dependiendo de la funcién cognitiva que se va a probar y la
) |

afeccidén del animal.

1
\‘
!
|
l

Las pruebas de comportamiento esténdar Gtil para probar

la funcidén cognitiva en animales experimentales incﬂuyen,

|
|
pero no se limitan a la prueba de laberinto de ag%a de

1
prueba de
\

. I
prueba de dlscrlmln?c1on

Morris, prueba de respuesta de evitacidén pasiva,

reconocimiento de objetos novedosa,

1
olfativa, prueba del laberinto radial de 8 brazos y la pﬁueba

|
de laberinto en T. Estas pruebas son directamente aplicaples

|
a los estudios de los efectos de GPE y G-2-Mepe sobré la
s \
. Cs |
funcidn cognitiva en ratas de edad avanzada. k
\
]
‘1
También se espera que los compuestos de esta invencidn

1
tengan actividades farmacoldgicas y terapéuticas similare$ a
1
aquellas del GPE y estas actividades se pueden medir media#te

l
ios métodos conocidos en la técnica, y se discute en %os

|
documentos citados aqui, y mediante los métodos utilizados

para medir la actividad de GPE.
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Se puede determinar la relacidén terapéutica de} un
compuesto, por ejemplo, al comparar la dosis que da actidead
anti-inflamatoria, anti-apoptdética y anti-necrédtica efecqiva
en un modelo in vivo adecuado tal como una lesidn hipéxﬂco—
isquémica (Sirimanne ES, Guan J, Williams CE and Gluckman FD:
Dos modelos para determinar los mecanismos de daﬁol Yy
reparacién después de la lesién hipdxico-isquémica en 1el
cerebro de rata en desarrollo (Journal of Neuroscience
Methods: 55: 7—14, 1994) en una especie animal adecua@é,
tales como la rata, con la dosis que proporciona efecLos
observables secundarios significativos en las especies \de
animales de prueba. 1
|
|

También se pueaé determipar la relacidn terapéutica‘de
un compuesto, por ejemplo, al comparar la dosis que da mej&ra
de funcién cognitiva efectiva o trata un trastorno de ‘la
memoria en un modelo in vivo adecuado (Ejemplos 4, 5 y] 6
adelante) en una especie de animales adecuada, tales como ha
rata, con la dosis que da pérdida de peso significativa %u
otros efectos secundarios observables) en las especies de

animales de prueba.
También pueden ser uatiles los compuestos de esta

I
. - . . 1
invencidén en el tratamiento de una variedad de trastornas
neurcdegenerativos, que incluyen hipoxia/isquemia ;y

degeneracidbén neuronal (Patente Estadounidense No. 7,041,314)

4

lesién cerebral traumdtica, trastornos motores B
convulsiones, apoplejia, y cirugia de injerto de bypass d%
J
1

arteria cardiaca (Patente Estadounidense No. 7,605,177)

convulsiones no convulsivas (Patente Estadounidense Not

Fb
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7,714,020), y trastornos de la funcién cognitiva (Solicitud
Estadounidense No. 12/903,844). Adicionalmente, como ée
describe m&s completamente aqui adelante, los compuestos ge
esta invencidén pueden ser Utiles para tratar el Sindrome #e

Rett, que incluyen prolongar la vida, incrementar %a

actividad neuronal y tratar las convulsiones asociadas con

Sindrcme de Rett.

En un estudio del Sindrome de Rett en ratones (que
utilizan el modelo modificado genéticamente MeCP2), S
encuentra que el GPE tiene efectos para prolongar la vida

incrementar la funcidén neuronal (Solicitud Estadounidense No

T

2009/0099077) . Sin embargo, como se describe adicionalmenté
aqui, el GPE, es un péptido dé origen natural, se degrada
rédpidamente in vivo e in vitro, y por lo tanto no es clara sd

utilidad en las terapias de pacientes crénicos con Sindromﬁ
de Rett.

Composiciones Farmacéuticas y Administracién

En general, e puede administrar los compuestos de esta
invencidén en cantidades terapéuticamente efectivas mediante
cualquiera de los modos usuales conocidos en la técnica, ya
sea individualmente.o en combinacién con por 1lo menos otro

compuesto de esta invencién y/o por 1lo menos otro agente

tratar. Una cantidad terapéuticamente efectiva puede variar
dependiendo ampliamente de la enfermedad o lesidén, Ila
severidad de la enfermedad, la edad y salud relativa del
animal que se va a tratar, la potencia de los compuestos, y

|
|
|
|
|
1
|
|
11
|
|
terapéutico convencional para la enfermedad gue se va ah
|
|
|
|
|
|
otros factores. Ya que las cantidades terapéuticamente ]
| |
|
|
|
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\
\
\

efectivas anti-inflamatorias, anti—apoptétiFas, anti-
t

necrdéticas, anti-neurodegenerativas, de los c#mpuestos de
|
i

esta 1invencidn pueden variar desde ’

aproximadamente 0.001

miligramos por kilogramo

(mg/kg) a aproximadamente 100
|
(mg/kg) de la masa del animal, por ejemplo, apréximadamente

|

0.1 a aproximadamente 10 mg/kg,

con dosis menores| tales como

{

t

\

\

aproximadamente 0.001 a aproximadamente 0.1 mg/Kg, por

|
1
ejemplo aproximadamente 0.01 mg/Kg, son apropiadés para la

\
|

. . v ’ ’ » rd ‘
administracidén a través del fluido cerebromédulal, tal como

\
|
!
ly mayores
|

|
dosis tales como aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg
|

mediante administracién intracerebroventricular,

Kg, por ejemplo aproximadamente 10 mg Kg, son aprop%adas para

|
la administracién mediante métodos tales como admiﬁistracién

\
oral, sistémica (por ejemplo transdérmica), o parent%ral (por

\

. . . |
ejemplo intravenosa). Una persona medianamente experta en la

|

|
Pe ’ P . . . . . { o
técnica sera capaz sin experimentacidén excesiva, teqlendo en
t

» » s 1‘
descripcidén, determinar una

\
\
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de esta

cuenta esa capacidad vy esta

\
|
invencidén para una enfermedad o lesidén dada. !
|
\
|
|
|

. |
En general, se pueden administrar los compuestos d
|
\
|

invencidén como composiciones farmacéuticas mediante

las siguientes rutas: oral, toépica, sistémica (por ejemplo

transdérmica, intranasal, o mediante supositorio))

parenteral (por ejemplo inyeccidn intramuscular,

o 1intravenosa), mediante administracién al SNC

|
\
implantacién, y mediante infusidén a través de d%chos

!
implantaﬁles,
|

osmbéticas, bombas

|
parches transdérmicos, y similares. Las composiciones quden

|
\
|
|
\
|

\
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|
\
|
|

tener la forma de comprimidos, pildoras, cédpsulas,
1
|

semisdélidos, polvos, formulacidén de liberac%én sostenida,

|

solucicnes, suspensiones, elixires, aerosoles, beles solubles
|
. L . 1

0 cualesquier otras composiciones apropiadas;i y comprenden

|
!

por lo menos un compuesto de esta invencién én combinacién
|
o s 1

con por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable o
1

fisioldgico aceptable. Los excipientes adecua%os son bien
| :

conocidos por personas medianamente expertas en ia técnica, vy
|

estos, y los métodos para formular las comp&Ficiones, se

pueden encontrar en dichas referencias esténdaricomo Gennaro
|

AR: Remington: The Science and Practice of Pha&macy, 208var

ed., Lippincott, Williams & Wilkins, 2000. Los portadores

liguidos adecuados, especialmente para soluciones

-

inyectables, incluyen agua, solucidén salina acuosa, solucidn
: |
|

de dextrosa acuosa,- glicoles, y similares, con\ soluciones
|

isotdébnicas que se prefieren para administracién ﬂntravenosa,
‘ |

|
intramédulal, y intracisternal y vehiculos tales $omo fluido

|
cerebromédulal artificial que también es esbecialmente

1
adecuado para la administracién del compuesto il SNC. EI1
1

1
texto anterior se incorpora expresamente aqui co@pletamente

|
mediante referencia.

\
|
1
|
|
H
Los compuestos de esta invencién se pueden administrar

1
\ .
oralmente, en comprimidos e} cépsulas. Enk algunas
|
[
|

realizaciones, se pueden preparar los compuestos‘ de esta

invencién en emulsiones agua en aceite en la ﬁorma de

|
. . . : L
microemulsiones, emulsiones gruesas, cristales 1liquidos, o

1
|
nanocapsulas (Solicitud Estadounidense No. 12/283,684, ahora
1
Patente Estadounidense No. 7,887,839 emitida elﬂ 15 de
1

\
febrero, 2011). En razén a que los compuestos Fe esta
|
!
|
!
|
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\
invencidén pueden tener biodisponibilidad oral sustancial, se

s . . L .
pueden utilizar ventajosamente para administracidn

|
conveniente o crénica. Adicionalmente, 1las composic%ones

: : : : 1
oralmente disponibles incluyen hidrogeles solubles | que

1
contienen compuesto activo, permitiendo de esta maner% la

oo , 1

administracion oral del compuesto neuroprotector sin| la
\

necesidad de que un paciente trague un comprimido o cépsbla.

|
Dichos materiales y geles de liberacién lenta se conocen en

i
la técnica. |
|
|
l

Se pueden administrar los compuestos de esta invencidn

l
después de o antes del inicio de una afeccidén que es probable

l
que resulte en la neurodegeneracidén o un sintoma de la misma.

Por ejemplo, se sabe que la hipoxia/isquemia puede ocur#ir

l
durante la cirugia de injerto de bypass de arteria coronaria

(CABG). Por lo tanto, se puede pre-tratar un paciente conuun

|

compuesto de esta invencidén antes de ser colocado en \un

: : . ) \
sistema de oxigenacidén extracorpdrea. En algunas

\
. . . . |
realizaciones, puede ser deseable administrar un compuesto ?e

l
esta invencién que inicie aproximadamente 4 horas antes de la

l

cirugia o antes de un evento que es probable que conduzca\a
l
lesidén traumdtica u otra neuroldégica. En otras realizaciones,

puede ser deseable infundir un compuesto de esta invencié%

\

durante la cirugia o durante un procedimiento quirtrgico parha

. . \
reparar una lesidén neuroldgica. Los compuestos de esta

l
. g C oz . . . . |
invencién también se pueden utilizar en situaciones de

emergencia, por ejemplo, en un paciente gue solo h

Y

experimentado una apoplejia, evento hipdxico, lesidn cerebraq
traumdtica u otro traumatismo agudo. En dichas situaciones,
se puede administrar un compuesto de esta invencidn

t
l
l
l
l

|
|
l
|
|
|

e
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l
l
1
1
1
|
inmediatamente después de que se hace el diagnéstiéo de
l
lesién neural. 1

l

|

l

En algunas situaciones, se pueden preparar los conj?ntos
que contienen el compuesto de esta invencidén en avance d% uso
en el campo. Un conjunto puede contener un frascoh que

contiene un compuesto de la invencidén en una formulqcién

1

farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, para inyeccién o

1

administracién oral), junto con un jeringa u otro disposiftivo

|

de suministro, e instrucciones para uso. En situacionesg en
las que se diagnostica una convulsién, se puede administrar

\

. oz . . b
un compuesto de esta invencidén Jjunto con un anticonvulsivo.

Se conocen muchos anticonvulsivos en la técnica y! no

1
\
necesitan ser descritos en detalle aqui. l
|
l

|

Adicionalmente, pueden ocurrir lesiones neurolégiFas
“secundarias” después de un traumatismo primario tal como una

lesidén traumatica, apoplejia o procedimiento quirdrgico. Por
1
ejemplo, después de una apoplejia, lesidn cerebral penetrante

1

0 un procedimiento CABG, la inflamacién del tejido neuronal
| l
|
l
1

Se pueden reflejar las lesiones secundarias mediante

puede llevar a neurodegeneraciédn.

activacién incrementada de las células inflamatorias (pbr
ejemplo, astrocitosm\y/o microglia), y las acciones ?e
mediadores inflamatorios pueden provocar el dafio neurolégic%.
por lo tanto, en algunas realizaciones, puede ser deseab#e
administrar un compuesto de esta invencidn durante‘periodAS
que inician antes del traumatismo, hasta aproximadamente 1q0

|
horas después del traumatismo. En otras realizaciones, puede

1
1
|
l
|
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ser deseable administrar un compuesto de esta invencidn antes

que inicie el traumatismo,
del traumatismo, ya sea de forma continua,
0 en dosis discretas mediante un intervalo de tie
esta invenciédn

Los compuestos de

administrar de forma adecuada por un sistema d

también se

durante el traumatismo y después

como una infusiédn,

mpo deseado.

pueden

e liberacidn

sostenida o material. de gel con G-2-MePE incorporado alli.

Los ejemplos adecuados de

composiciones de

liberacién

sostenida incluyen matrices de polimero semi-permeables en la

forma de articulos conformados, por ejemplo,

peliculas, o

microcdpsulas. Las matrices de liberacién sostenida incluyen
polilacturos (Patente Estadounidense No. 3,17173,919; EP
58,481), copolimeros de &cido L-glutdmico y gamma-etil-L-
glutamato (Sidman et al., 1983), poli (2-hidroxietil
metacrilato) (Langer et al., 1981), acetato de wvinil etileno
(Langer et al., supra), o acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico
acid (EP 133,988). Adicionalmente, se pueden utilizar las

composiciones de gel con base en polisacaridos (por ejemplo,

carboximetil celulosa, carboxietil celulosa, quitosan u otros

derivados de celulosa) y derivados de éxid de|

(por ejemplo, polietilenglicoles). Estas composic

son solubles en soluciones acuosas, son biocom

téxicas y por lo tanto se pueden utilizar para

los compuestos de esta invencidén a cualquiex
mucosa que incluye la cavidad oral, nasofari
urogenital, intestino o recto.

Las composiciones de liberacién sosten

polietileno
iones de gel
patibles, no
administrar
superficie

nge, tracto

ida también

incluyen un compuesto atrapado liposomalmente.

e
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Los liposomas = que. contienen el compuesto se preparan
mediante métodos conocidos per se: documentos| DE 3,218,121;
Epstein et al., 1985; Hwang et al., 1980; !EP 52,322; EP
36,676; EP 88,046; EP 143,949; EP 142,641; solicitud de

Patente Japcnesa 83-118008; Patente Estadounidense Nos.

4,485,045 y 4,544,545; y EP 102,324. De formaordinaria, los
liposomas son del tipo unilamelar pequ%ﬁo (desde o
aproximadamente 200 a 800 Angstroms) en los qﬁe el contenido
lipido es mayor de aproximadamente 30 mol por ciento del
colesterol, la proporciébn seleccionada se ijusta para la
terapia més eficaz. Todas y cada una de las publicaciones
identificadas antefiérmente se 1incorporan expresamente aqui

totalmente mediante referencia, como si cada juna se hubiera

incorporado de forma separada.

Los compuestos de esta invencidén también se pueden
adherir al polietilenglicol (“PEGiladc”) para aumentar su
tiempo de vida in vivo, con base en, por ejemplo, la

tecnologia de conjugado descrita en el documento WO 95/32003.

De forma deseable, si es posible, cuando se administra
como un agente anti-inflamatorio, un agente anti-apoptético,
un agente anti-necrdético, o un agente anti—ne%rodegenerativo,
los compuestos de esta invencién se pueﬁen administfar
oralmente. La cantidad de un compuesto de esta invencidén en
la composicidén puede variar ampliamente dependiendo del tipo
de composicién, tamafio de una dosificacidén unitaria, clase de

excipientes, y otros factores bien conocid@s .por aquellocs
i

medianamente expertos en la técnica. Eh general, la

a5
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|
|
|
|
|

|

composicidén final puede comprender desde aproximadamente
0.0001 por ciento en peso (% en peso) a aproximadament% 10%
en peso del compuesto de esta vinvencién, preferiblehente
aproximadamente 0.001 % en peso a aproximadamente 1% en %eso,
con el resto gue es un excipiente o excipientes. %
|

Una composicidén- puede contener opcionalmente, adem%s de
un compuesto de esta invencidén, por lo menos un a?ente
seleccionado de, por ejemplo, factores de crecimienﬁo y
derivados asociados (factor de crecimiento simila% a
insulina-1 (IGF-I), factor de crecimientc similar a insuﬂina—
IT (1GF-1I), factor de crecimiento de transformaéiéq—ﬁl,
activina, hormona de crecimiento, factor de crecimient$ de
nervio, factor neurotrdfico derivado de cerebro (BDIF)’
proteina de unidén de hormona de crecimiento, proteinaé de
unién IGF (especialmente IGFBP-3), factor de crecimient? de
fibroblasto béasico, factor de crecimientce de fibroblésto
acido, el producto de gen hst/fgk, FGF-3, FGF-4, FG%—6,
factor de crecimiento de queratinocito, factor de crecimiénto
inducido por andrégeno. Los miembros adicionales de’ la
familia FGF incluyen, por ejemplo, int-2, homélogo de fa&tor
de crecimiento de fibroblasto factor-1 (FHF-1), FHF-2, FWF—3
y FHF-4, factor de crecimiento de queratinocito 2, factor’de
activaciién de glial, FGF- 10 y FGF- 16, factor neurotréf?co
ciliar, factor de crecimiento derivado de cerebio,
neurotrofina 3, neurotrofina 4, proteina morfogenética 1de
hueso 2 (BMP-2), factor neurotréfico derivado de esti#pe
celular glial, factor neurotrdéfico dependiente de activid;d,

. . ’ . . . . ' . |
factor de inhibicidn de citoquina leucemia, oncostatina |M,

interleucina), o-, pB-, y-, o interferdén consenso, y TNF-ct.

|
|
|

a4
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Otras formas de agentes terapéuticos neuroprotectores
incluyen, por ejemplo, clometiazol; &cido quinurénico, 'Semax,
tacrolimus, L-treo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morfolino-1-

propanol, andlogo de andrenocorticotropina-(4-9) [ORG 2766] vy

dizolcipina (MK-801), selegilina; antagonistas de glﬁtamato
tales como mematina (Namenda) NPS 1506, GV 1505260. M3—801,
GV 1 50526; antagonistas AMPA tales como 2,3-dihidroxi-6-
nitro-7-sulfamoilbenzo (f)quinoxalina (NBQOX), LY3030(/0 3%
LY300164; agentes anti-inflamatorios dirigidos contra la
adresina MAdCAM- 1 Y}ousus receptores ocd4 de integrinal (adpl

y o4p7), tales como anti-MAdCAM-1 mAb MECA-367 (acceso ATCC

No. HB-9478). También puede ser Util terapia de combinacidén

con los antagonistas del ‘receptor de glutamato metabotrépico
tales como fenobam. También, ademds de un compuesto d% esta
invencidén, una composicién puede incluir un inhibidor de
recaptacién de serotonina selectivo tal como fluoxetina, un
inhibidor de recaptacidén de norepinefina selectivo tal como
viloxazina, o un anti-sicético atipico tal como risperidona.
La mayoria de estos agentes, especialmente los péptidos tales
como los factores -de- crecimiento, etc., son no activos
oralmente, y requeriran administracién mediante inyeccidén o

infusién.

Preparacién de Composiciones
Los materiales de partida y reactivos wutilizados en
preparar estos compuesto estidn disponibles de proveedores

comerciales tales como Aldrich Chemical Company (Milwaukee,

Wis.), Bachem (Torrance, Calif), Sigma (St. Louis, Mo.),'o se
preparan mediante métodos bien conocidos por la persona

medianamente experta en la técnica luego de los

as
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procedimientos descritos en dichas referencias como Fieser
and Fieser’s Reagenté for Organic Synthesis, vols 1 - 1 7,
John Wiley y Sons, New York, N.Y., 1991; Roﬁd’s Chemistry of
Carbon Compound, voié;vl -5 and supplements, |Elsevier Science
Publishers, 1989; Organic Reactions, vols. 1 -40. John Wiley
y Sons, New York, N.Y., 1991; March J; RAdvanced Organic
Chemistry, 4th ed. John Wiley y Sons, New York, N.Y., 1992; vy
Larock: Comprehensive Organic Transformations, VCH
Publishers, 1989. En algunos casos, los aminoacidos y sus
ésteres o amidas, y aminodcidos protegidos, estan ampliamente
disponibles comercialmente; y la preparacidédn de aminodcidos
modificados y sus amidas o ésteres se describen extensamente
en la bibliografia quimica y bioquimica y por lo tanto son
bien conocidos a ©personas medianamente |expertas en la

técnica. Por ejemplo, acido N-pirrolidina aceético se describe

en Dega-Szafran Z and Pryzbylak R. Synthesis, IR, and NMR
studies of zwitterionic —(1—pyrrolidinejalkanocarboxylic

acids and their N-methyl derivatives. J. Mol. Struct.: 436-7,

107- 121, 1997; y &cido N-piperidina acétic? se describe en
|

Matsuda 0, Ito S, and Sekiya M. Reaction of N-
(alkoxymethil)dialkylamines and N, N’ -
methylenebisdialkylamines con isocyanides. Chem. Pharm.
Bull.: 23(1), 219-221, 1975. Cada una de las publicaciones
identificadas anteriormente se incorpora expresamente
completamente aqui méaiante referencia como si de esta manera

se incorpora individualmente.

Los materiales de partida, intermedios,| y compuestos de
esta invencidén se pueden aislar y purifiicar utilizando

técnicas convencionales, que incluyen filtracién,
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destilacidén, cristalizacidén, cromatografia,
pueden utilizar métodos convencionales,

constantes fisicas y datos de espectros.

Se pueden preparar los compuestos de

y similares. Se

que incluyen

esta 1invencidn

mediante los métodos descritos adelante y como se dan en los

Ejemplos.

Los compuestos de- la Férmula 1 son and

logos de GPE, o

modificaciones de los mismos, tal como ésteres o amidas. En

general, se pueden preparar mediante métodos
bien conocidos por personas medianamente
técnica de péptido y sintesis de péptido

siguiendo los esquemas de reaccién

Figuras 1-11 que acompafian esta especificaci
métodos bien conocidos

otros por

expertos en la técnica de la sintesis de pépt:
Convenientemente, la produccidn

polipéptidos de la invencién puede estar de

establecidos en

sintética de

tales como son
expertas en la
" modificada,
las

6n, o al seguir

aquellbs medianamente

1 dos y anadlogos.

los

acuerdoc con el

método sintético en fase sbélida descrito por Merrifield. et

al. Solid phase peptide synthesis. I. Lal sintesis de a
tetrapeptide: J. Amer. Chem. Soc: 85, 2149-21 56, 1963. Esta
técnica es bien conocida y es un método comun para la

preparacién de péptidos. El1l concepto general
depende de la unién del primer aminodcido de
enlace

polimero sélido mediante un

aminodcidos protegidos sucesivos, uno a la

covalengte. Se

de este método
' la cadena a un
agregan

vez (estrategia

por etapas) o en bloques

(estrategia de segmento),

hasta que

i
se ensambla la secuencia deseada. Finalmente, el péptido

4
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protector (deseablemente BOC) en el

aminodcido de terminal carboxilo. La

52

protegido se elimina del soporte de

1
escinden los grupos protectores. ' 1mi

Mediante este procedimiento,

los reactivos vy los subproductos se eliminan media#te

filtracidén, eliminando asi la necesidad de intermediarios|de
_ l
purificacién. %
|
\.

l

Los aminodcidos se pueden adherir a cualquier polimero

. . . 1
adecuado como una resina. La resina debe contener un grupo

1

funcional al que el primer aminodcido protegido puede estar

l

. . |
Diversos pollmer?s

\

propdsito, tales como celulosa,

|
polimetilmetacrilato vy poliestiren#.

l
Las resinas adecuadas estan disponibles comercialmente y san
\

expertos en la técnica. Lols

firmemente unido por un enlace covalente.

son adecuados para este

alcohol polivinilico,

bien conocidas por aquellos

l
grupos protectores adecuados que puedan utilizarse en dicha

l
sintesis incluyen - ' ' '

terc-butiloxicarbonilo (BOC) , bencil?

(Bzl), t-amiloxicarbonilo (AOC), tosilo (Tos), o—bromo%
' 1
fenilmetoxicarbonilo (Brz), 2,6-diclorobencil (Bz1C1,), y

fenilmetoxicarbonilo (Z o CBZ). Los grupos de protecc1oﬂ

adicionales se identifican en Merrifield, citada

anteriormente, asi como en JFW McOmie: Protective Groups in

Organic Chemistry, Plenum Press, Nueva York, 1973, ambas

referencias incorporadas expresamente completamente aqui.

Los procedimientos generales para preparar los péptidos

protegido de terminal carboxilo a la resina. Después de 1la

se lava y se elimina el grupo
grupo amino I del

u
|
1
l
l
1
\
l
|
1
k
|
|
de esta invencién implican inicialmente adherir un am1noac1dol
l
l
|
l
\
|
|
|
eliminacién de este }
|
|
|
l
l
\

resina sélido yl se

qs
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grupo protector debe tener lugar, por supuesto, sin romper el
enlace entre ese aminoadcido y 1la resina. El siguiente
amino&cido, y si es necesario, el aminoacido protegido ?e
cadena lateral, luegb se acopla al grupo amino I libre del

aminodcido sobre la resina. Este acoplamiento se lleva a cabo

mediante la formacién de un enlace amida entre el grupo

carboxilo libre delrsegundo amincadcido y el grupo amino dﬁl
primer aminoacido adherido a la resina. Esta secuencia de
acontecimientos se repite con los aminodcidos sucesivos hasta
que todos los aminoacidos se adhieren a la resina.
Finalmente, el péptido protegido se divide de la resina y los
grupos protectores eliminados revelan el péptido deseado. Las
técnicas de divisién utiliéadas para separar el péptido de la
resina y para eliminar los grupos protectores dependen de la
seleccién de la resina y los grupos protectores y son

conocidos por aquellos familiarizados con la técnica de

sintesis de péptidos.

Las técnicas alternativas para la sintesis de péptidos
se describen en Bodanszky et al, Peptide Synthesis, 2nd ed,
John Wiley and Sons, Nﬁeva York, 1976. Por ejemplo, también
se pueden sintetizar los péptidos de la invencidén utilizando
metodologias de sintesis de péptidos en solucién estandar,
que 1implican ya sea acoplamiento en forma de etapas o un
blogque de aminodcidos o fragmentos de péptidos utilizando
métodos quimicos ¢ enzimdticos de formacién de enlace amida.
(Véase, por ejemplo, H. D. Jakubke in The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology, Academic Press, New York, 1987, p. 103-!
165; J. D. Glass, ibid., pp. 167-1 84, y la Patente Europea

0324659 A2, que describen los métodos de sintesis enzimatica!
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:
|
1

de péptidos). Estos métodos de sintesis de solucidn son bien
. Lo |1 .
conocidos en la técnica. Cada wuna de las puPllcac1ones
. e . . | .
identificadas anteriormente se incorpora expresqmente agul

. : L o]
totalmente mediante referencia como si individualmente se
f

incorporan. |
I
l
l
|

Los sintetizadores de péptidos comerciales,rtales como

el Modelc de Biosistemas Aplicados 4304, estén(disponibles

!
|
I
|
|

Una persona medianamente experta en la técniFa no tendré

para la préactica de estos métodos.

que realizar una experimentacién excesiva, tenien@o en cuenta
' . o . . I

esa capacidad y el conocimiento dlsponlble,r y de esta
descripcidén, en el desarrocllo de uno o mas métodos sintéticos

1 .

adecuados para los compuestos de esta invencién.

|
!
|
|
Por ejemplo, los analogos en los dque e# residuoc de
|
glicina del GPE se reemplaza por un aminoacido agternativo, o)
por un no aminoacido, se pueden preparar convenientemente
mediante la preparacidédn de un dipéptido de ac¢ido prolina-
|
glutédmico (tal como el éster de dibencilo), y a#oplamiento de
ese dipéptido con un andlogo de glicina N-protedida, tal como
. Hoal ‘
BOC-N-metilglicina, BOC-L-valina, 4&cido N—pirr%lidinacético,
y similares, seguido de desproteccién, como se ilustra en las
Figuras 2 y 3. Los andlogos en los que el residuo de acido
_ 5
glutamico de GPE se reemplaza por un aminoacidol alternativo o
una amida o éster de amincacido se puéden - preparar
convenientemente mediante la preparacién de, un dipéptido

glicina-L-prolina N-protegido (tal como BOC-glicil-L-

|
l
|
I
1
prolina), y el acoplamiento de ese dipéptido con un &cido

I

I
|
l
I
!
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|

glutédmico C-protegido o analogo del mismo, tal ?omo terc-
butil y-aminobutirato, metil M—amino—4—

|

dimetilcarbamoilbutirato, éster metilico de Lnglutamina,
dimetil I-metilglutamato, etc. Se ©pueden prebarar las
lactonas mediante la preparacién de un derivado %ono—écido—
mono-éster apropiado 'y reduccidn. Se pueden] preparar

simplemente analogos en los que R? es; alquilo

!
conveniéntemente mediante el wuso de la 2—al@uilprolina
apropiado en la sintesis, y de manera similarj se pueden
preparar convenientemente andlogos en los que R3Xes alquilo
mediante el wuso del A&cido N-alquilglutémico aFropiado o)
analogo en la sintesis. Donde se deben hacer modifﬁcaciones a
dos o mas amincadcidos, las técnicas de acoplamien#o seguiran
siendo las mismas, con sbélo mas de un aminodcido dodificado e
andlogo que se utiliza en la sintesis. La selec&ién de 1los
grupos protectores_aprqpiados para el método elegﬂdo (en fase
sbélida o en fase de solucidn), y de sustratos adecuados si se
utiliza la sintesis en fase sélida, estaréan déntro de 1la

|

capacidad de una persona medianamente experta en la técnica.
|

Se pueden preparar los compuestos de Férmula 2 a partir
de 5-oxo-L-prolina adecuadamente protegida o janélogos o)
derivados de 1la misma, siguiendo métodos taﬂes como el
acoplamiento del grupo carboxilo prolina co¢ un acido
glutamico protegido o analogo o derivado para daL un analogo
de intermedio A de la Figura 2, comparable con lq reaccién de
acoplamiento mostrada en la Figura 2 y, luego, 14 alquilacién
del nitrégenc de la pirrolidina con un grupo de ﬂa férmula A-

——(CHﬁnr——CH(Rl)———CHgR, protegido en A, si es necesario, en

el que R es un grupo saliente bajo conbiciones de

|
|

1o
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alquilacidn. Alternativamente, la 5-oxo-L-prolina

adecuadamente protegida se puede alquilar primero en

el

nitrégeno de la pirrolidina para dar un andlogo del

intermedio B de la Figura 4, y luego acoplar este con
acido glutémico protegido de forma adecuada o andlogo

derivado de la manera mostrada en las Figuras 4 al 9.

EJEMPLOS

un

Se destinan los siguientes ejemplos para ilustrar las

realizaciones de esta invencidén, y no se destinan para

limitar el alcance a estos ejemplos especificos. Las personas

medianamente expertas en la técnica pueden aplicar [las

descripciones y enseflanzas presentadas aqui para desarrollar

i

otras realizaciones sin la experimentacidén excesiva y con juna

probabilidad de éxito. Todas dichas realizaciones

consideran parte de esta invencién.

Ejemplo 1: Sintesis de acido N,N-Dimetilglicil-L-prolil)
glutamico

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran

se

la

sintesis de un compuestoc de la invenciédén, é&cido N,N-

Dimetilglicil-L-prolil-L-glutdmico

(65
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|
|
1
|
N 1
on 2N COB"  eococ H co.n
N + Z e ) Nt
) 1\ Et,N ? | \i
| o O =
soC cozen BOC O | ™
80C = ‘BudCO 1\ COG,Bn
'\ TFA
1
0,€ ( W )
HO;
B
r'\/coz " \l\ oce Nllvcozan
— | E:‘
N - O Y
CO;Bn !ntermedbo?ﬁ CO,Bn
/"\ \, y,

=
o
a

l
1
l

Todos los materiales de partida y otros reattivos se
1
compran de

Aldrich; BOC=terc-butoxicarbonilo; Bn=bentilo.

Ester

l
|
|
de bencilo de &cido BOC-L-prolina-(P-béncil)-L-
|
glutamico \
|

A una solucién de BOC-prolina [Anderson GW and McGregor

|
AC: J. Amer. Chem. Socc: 79, 6810, 199%4] (10 mmol)

l

enfriada a 0° C, se1

en
diclorometano {50 ml), agrega
trietilamina (1.39 ml, 10 mmol)

ml, 10 mmol). La mezcla resultante se agita a 0° C

durante 30

|
1
y cloroformato de etlio (0.96
|
|
by
|
minutos. 1

Una solucidén de dibencil-L-glutamato (10 mmol) luego

l
se agrega y la mezcla se agita a 0° C durante 2 hora% luego

l
se calienta a temperatura ambiente y se agita dur%nte la

\
noche. La mezcla de reaccidén se lava con bicarbonato de sodio

1

1
l
l
1
ﬁ
l
1

e
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acuoso y acido citrico (2 mol 174

concentra a presidén reducida para dar éster de

acido BOC-L-prolina-L-glutdmico (5.0 g, 95%).

Ester de dibencilo de acido L—prolina—L—glu%émico

|

Una solucién de éster de dibencilo de BOC-L-glutamil-L-
|

1
prolina (3.4 g, 10 mmol), enfriada a 0° C, se trata conacido

|

trifluoroacético (25 ml) durante 2 h. a temperatu?a ambiente.

|

. R 4z vz | .
Después de eliminacidén de los volatiles a presiébnireducida el

1
10

15

20

25

1
residuo se tritura con éter para dar éster de dibencilo de

\

1
acido L-prolina-L-glutémico. \
|
\

Acido N,N-Dimetilglicil-L-prolil-L-glutamico \

Una solucién de diciclohexilcarbodiimida (10 E mmol) en

7

diclorometano (10 ml) se agrega a una soluciédn d? éster de

l
dibencilo de &acido L-prolina-L-glutdmico agitada & enfriada
|

(0° C)

(10.3 mmol) en diclorometano (30 ml). La mezcla se dgita a 0°

C durante la noche y luego a temperatura ambiente burante 3

|
h. Después de filtraciédn,

. | . -
el filtrado se evapora a presidn

reducida. El éster de dibencilo crudo resultante sexdisuelve
en una mezcla de acetato de etilo (30 ml) vy metanoﬁ (30 ml)
que contiene 10% de paladio sobre carbono (0.5 qg) %uego se
hidrogena a temperatura ambiente y presién hasta que\cesa la
absorcién de hidrdégeno. La solucidén filtrada se evap%ra y el

|
residuo se recristaliza a partir de acetato de etipo para

\
producir el derivado de tripéptido.

1 (MgS0O4) y se
|

dibencilo de

\
(10 mmol), N,N-dimetilglicina (10 mmol) y trietilamina

(&%
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Se puede apreciar que se sigue el método de

|
Ejemplos, y se utilizan aminodcidos alternativos o sus ami@as

1
1
1
l
l
l
l
!
|

|

gos

1
o ésteres, se produciran otros compuestos de la Férmula 1 ﬂ

5 Ejemplo 2:

Acido Glicil-L-2-Metilprolil-1~-Glutamico (G-2M ePE)

Me H \Me
N OH (') » AW OMe +
N
H

H
BnO,C——N. __COOH
2]
0

(L)-2-metilprolina 1

Me aMe HasN CO0;8n
(:jj&f%r,OMe (:i:xijr,ou
i N
L) . 2\ 5 ixi % a +
Q Q

NHCO,Bn

_/t...w<

CO;Bn
NHCO,8n -pTsOH

-

4
Me
aMe o R
S N CO,8n 8 LA N.o_aq ~COsH
@ Oﬁ/ ~ Q\( Y
s i, —— o =
OJ\ ° ﬁ o"""H ﬁv
@
NHEO B COzB0

NHR COaH
7

6

LT
—
-

~—

G-2MePE: R = H (73:27 trans:cis)
8: R = CH,

Esquema 1 Reactivos, condiciones y rendimientos,

(i) SOCl,,
24 h (104%);

MeOH, 790 C, Nz, (ll) Et3N, DCC, rCH2C12, 00
(1iii) NaOH ac. 1M,

C a
TA, No, 20 h;

1,4-dioxano, 19 h (60%, 2
etapas); (iv) Et3N, BoPCl, CHyClp, TA, N, 17 h (89%); (v) H2,

10% de Pd/C, 91:9 MeOH-H,0, TA, 23 h (86

Q.
%) .

La L-2- etilprolina y el p-toluenosulfonato de éster de

dibencilo de &cido L-glutdmico se compran de Bachem, N-
benciloxicarbonil—glicina de Acros Organics y cloruro de
bis(2-0oxo0o-3-oxazolidinil) fosfinico (BoPCl, 97%)

¢}

de Aldrich
Chem. Co.

Sintesis de Glicil~1L-2-Metil-L-Prolil-L-Glutamat

h
1
l
|
L
1
|
l
!
1
1
1
l
1
l
l
1
l
l
l
l
|
l
|
l
l
l
l
\
l
1
l
l
l
|
l
1
1
l

1
1l
1
|
1
\
|
1
|
|
|
1
|
|
|
1
|
|
|
|
\
|
|
1
!
|
1
|
1
1
|
1
|
1

(6
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Clorhidrato de Metil L-2-metilprolinato 2

Se agrega con precaucién cloruro de tionilo (5.84

cm?,

80.1 mmol) en forma de gotas a una solucidén agitada de 6L)—2—

metilprolina 1 (0.43 g, 3.33 mmol) en metanol anhidro (30

cm%

a -5° C bajo una atmésfera de nitrdégeno. La mezcla de

reaccidén se calienta-bajo reflujo durante 24 h, y la sollucidn

de color amarillo palido resultante se concentra hasta s

ecado

en vacio. El residuo se disuelve en mezcla 1:1 de metanhol vy

tolueno (30 cm3) luego se concentra hasta secado

eliminar el cloruro de tionilo residual. Este procedim

para

iento

se repite dos veces mas, produciendo clorhidrato 2 (0.62 g,

104%) como un sélido blancuzco, higroscéd

espectroscépicamente puro: pf 127- 131° C; [alp -59.8 (c

pico,

0.24

en CHyCly); vVmax (pelicula)/cm™ 3579, 3398 br, 2885, 2717,

2681, 2623, 2507, 1743, 1584, 1447, 1432, 1374, 1317,

1237, 1212, 1172, 1123, 981, 894, 861l y 764; odn (300

1294,

MHz;

CDCls; Mey,S8i) 1.88 (3H, s, Proo-CHsz), 1.70-2.30 (3H, br m,

Prof-HpHp y Proy—Hz), 2.30-2.60 (1 H, br m, Prof— HpHz),

3.40-

3.84 (2H, br m, Procd-H;), 3.87 (3H, s, COyCH3), 9.43 (1 H, br

s, NH) y 10.49 (1 H, br s, HCl); 3¢ (75 MHz; CDClj;) 21.1 |

Proo-CH3), 22.4 (CHz, Proy-C), 35.6 (CH,, Profp-C), 45.2

(CH3I

(CH2I

Prod-C), 53.7 (CHz, CO,CHs), 68.4 (cuat., Proa-C) y 170.7

(cuat., CO); m/z (FAB+) 323.1745 [M,.H’°Cl.H': (CyH13NO»),.

H*°C1.H requiere 323.1738] y 325.171 8 [M;.H’'C1.H": (CqHi3)

H37Cl.H requiere 325.1 708].

N-Benciloxicarbonil-glicil-L-2-metilprolina 5

(02) 2.

Se agrega trietilamina anhidra (0.45 cm3, 3.23 mmol) en

forma de gotas a una mezcla de clorhidrato de Metil

L-2-

1>
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metilprolinato 2 (0.42 g, 2.34 mmol) y N-benciloxicarbonil-

glicina (98.5%) 3 (0.52 g, 2.45 mmol) en cloruro de metileno
(16 cm’®), a 0° _C, bajo una atmbésfera de %itrégeno. La
solucidén resultante se agita durante 20 min y uga solucidn de
1,3-diciclohexilcarbodiimida (0.56 g, 2.71 mmol) en cloruro

de metileno (8 cm®) a 0° C se agrega en forma |de gotas y la

mezcla de reaccidn se calienta a temperatura |ambiente y se

agita durante unas 20 h adicionales. La mezcla blanca
resultante se filtra a través de una almohadilla de Celite™

para eliminar parcialmente 1,3—diciclohexi£urea, y la

almohadilla se lava c¢oén cloruro de metilenol| (50 cm’®). EL

filtrado se lava sucesivamente con 10% de &cido clorhidrico
acuoso (50 cm’) y hidrégeno carbonato de Fsodio acuoso
saturado (50 cm3); se seca (MgSQq), se filtra P se concentra
hasta secado en vacio. La purificacién adicional del residuo
mediante cromatografia de columna flash (35 g SiO;; 30-70% de
acetato de etilo -~ hexano; gradiante de el:cién) produce
tentativamente N-benciloxicarbonil-glicil-L-2-metilprolinato
de metilo 4 (0.56 g), que contiene 1,3-diciclohexilurea, como
un semi-~-sélido blanco: R¢ 0.65 (EtOAc); m/z (EI+) 334.1534
(M*. C17H22N205 requiere 334.1529) y 224 (1, 3-

diciclohexilurea).

A una solucién de prolinato impuro 4 (0.56 g, ca. 1 .67

mmol) en 1,4-dioxano (33 cm’) se agrega en forma de gotas

hidréxido de sodio acuoso 1 M (10 cm3, 10 mmol) y la mezcla
se agita durante 19 h a temperatura ambiente. Luego se agrega
cloruro de metilenc (100 cm3) y la capa orgéni:a extraida con
hidrdégeno carbonato de sodio acuoso saturado [(2 x 100 cm%.

Las capas acuosas combinadas se acidifican cuidadosamente con
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acido clorhidrico (32%), se extraen con cloguro de metileno
(2 x 100 cm®), y las capas organicas combinadas se secan
(MgS0Q4), se filtran, y se concentran hasta %ecado en vacio.
La purificacién de gl“residuo resultante (¢.47 g) mediante
cromatografia de columna flash (17 g SiOy; SF% de acetato de
etilo - hexano a 30% de metanol - diclorometéno; gradiante de
elucién) proporciona dipéptido N-protegido |5 (0.45 g, 60%)

|

como una espuma blanca en dos etapas a partir de clorhidrato

|

2. El1 dipéptido 5 se muestra por ser exclusivamente el

conférmero trans-orientado mediante anélisi$ de RMN: R¢ 0.50

(208 MeOH - CH,Cl,); J[oalp -62.3 (c 0.20; en CHCly); Vnmax

(pelicula)/cm™* 3583, 3324 br, 2980. 2942, %722, 1649, 1529,

1454, 1432, 1373, 1337, 1251, 1219, 1 179,;1053, 1027, 965,

912, 735 y 698; &, (300 MHz; CDCly; Me,Si) %.59 (3H, s, Proo-

CHs), 1.89 (1 H, 6 lineas, J 18.8, 6.2 vy 6.2, ProP-HHz), 2.01
|

(2H, dtt, J 18.7, 6.2 y 6.2, Proy-H:), 2425—2.40 (1 H, m,

|

Prof- HaHs), 3.54 (2H, t, J 6.6, Prod-Hy),|3.89 (1 H, dd, J

|

17.1 y 3.9, Glya-HaHs), 4.04 (1 H, dd, J 17.2 y 5.3, Glya-
HaHg), 5.11 (2H, s, OCHpPh), 5.84 (1 H, %r t, J4.2, N-H),

1.22-7.43 (5H, m, Ph) y 7.89 (1 H, br SJ -COOH); (75 MHz;

|

CDCl;) 21.3 (CH;, Proo—CH3), 23.8 (CHy) P%oy—C), 38.2 (CH,,

Prof-C), 43.6 (CHp, Glyo-C), 47.2 (CHyp, PrbéﬂC), 66.7 (cuat,

Proa-C), 66.8 (CHy, OCH,Ph), 127.9 (CH, Ph), 127.9 (CH, Ph),

128.4, (CH, Ph), 136.4 (cuat., Ph), 15%.4 (cuat., NCO,),
|

167.5 (cuat., Gly-CON) vy 176.7 (cuat., CO); m/z (EI+)

320.1368 (M'. ClgHyoN,05 requiere 320.1372).

r

|

I

|

|
N—benciloxicarbonil—glicil—L-2-metilpiolil—L-glutamato
de Dibencilo 7

|
!
|
|
|
|

ar
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Se agrega en forma de gotas trietilamina (0.50 cm’,

3.59

l
mmol) a una solucidén de dipéptido 5 (0.36 g, 1.12 mmol)l y p-

l

toluenosulfonato de éster de dibencilo de &acido L-glutémico 6
l

(0.73 g, 1 .46 mmol) en cloruro de metileno (60 cm’)| abjo
l

nitrégeno a temperatura ambiente, y la mezcla de reaccibn se
agita durante 10 min. Se agrega cloruro de Bis (2-oko-3-

oxazolidinil) fosfinico (BoPCl, 97%) (0.37 g, 1.41 mmol)\y la

solucidén incolora se agita durante 17 h. la soluciéb de
1

cloruro de metileno se lava sucesivamente con 10% de %cido

clorhidrico acuoso (50 cm®) e hidrdégeno carbonato de %odio

1
acuoso saturado (50 cm3), se seca (MgSQ4), se filtra, y se

evapora hasta secado en vacio. La purificacién del residuo

resultante mediante cromatografia de columna flash repeftida

|

(2x) (24 g Si0y; 30-70% de acetato de etilo - hexano;
l

gradiente de elucidn) produciendo completamente tripéptido

protegide 1 (0.63 g, 89%) como un aceite incoloro.% El
tripéptido 7 se muestra a ser exclusivamente el conférmero
trans -orientado mediante andlisis de RMN: Ry 0.55 (EtOAc);
[a]lp =41 .9 (c 0.29 en CHyCly); Vaax (pelicula)/cm’1 3583, j353
br, 2950. 1734, 1660. 1521, 1499, 1454, 1429, 1257, 12?4,
1188, 1166, 1051, 911, 737 y 697; 3y (400 MHz; CDCls; Me4%i)
1.64 (3H, s, Proo-CHs), 1.72 (1 H, dt, J 12.8, 7.6 vy 7L6,

l
1.92 (2H, 5 lineas, J 6.7, Proy-H), 2.04 (1 H, 6 lineas* J

m, Prof-HaHg y Gluy-Hy), 3.37-3.57 (2H, m, ProLd-Hp), 3

7.3 Gluf-HpHg), 2.17-2.27 (1 H, m, Gluf-HaHg), 2.35-2.51 (ﬁH,
W9O

(1H, dd, J 17.0 y 3.6, Glya-HaHs), 4.00 (1 H, dd, J 17.111 y

|
5.1, Glya -HpHgp), 4.56 (1 H, td, J 7.7 y 4.9, Glua-H), 5.0@—

5.20 (6éH, m, 3 x OCH,Ph), 5.66-5.72 (1 H, br m, Gly-NH),

l
7.26-7.37 (15H, m, 3 x Ph) y 7.44 (1 H, d, J 7.2, Glu-NH); B¢

l

(100 MHz; CDClz) 21.9 (CHs, Proo-CHs), 23.4 (CH,, Proy-Cj,

l
|
|
|
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26.6 (CH,, Glup-C), 30.1 (CH,, Gluy-C), 38.3 (CH,, Prdf-C),
43.9 (CH;, Glywo-C), 47.6 (CHp,, Prod-C), 52.2 (CH, Gluo-C),
66.4 (CH,, OCH;Ph), 66.8 (CHy;, OCH;Ph), 67.1 (CHp, OCH;Ph),
68.2 (cuat, Proo-C), 127.9 (CH, Ph), 128.0 (CH, Ph), 128.1,
(CH, Ph), 128.2, (CH, Ph), 128.2, (CH, Ph), 128.3, (CH, Ph),
128.4, (CH, Ph), 128.5, (CH, Ph), 128.5, (CH, Ph), ‘135.2
{(cuat., Eh), 135.7 (cuat, Ph), 136.4 (cuat., Ph), '156.1
(cuat., NCOy), 167.3 (cuat., Gly-Cco), 171 .4 (cuat.,| CO),
172.9 (cuat., CO) y 173.4 (cuat., CO); m/z (FAB+) 630.2809

(MH'. requiere 630.2815).
Acido Glicil-L-2-Metilprolil-L-Glutamico (G-2-MePE)

Una mezcla del. tripéptido protegido 7 (0.63 g, 1.00

mmol) y 10% en peso de paladio sobre carbono activado| (0.32
g, 0.30 mmol) en 91:9 metanol - agua (22 cm’) se agité bajo
una atmésfera de hidrdégeno a temperatura ambiente, pro}egido
de la luz, durante 23 h. La mezcla de reaccidén se filtra a
través de un almohadilla de Celite™ y la almohadilla se lava
con 75:25 metanol - agua (200 cm3). El filtrado se concentra
hasta secado bajo presién reducida y el residuo se tjritura
con éter de dietilo anhidro para producir una mezcla 38: 1 de
G-2-MePE y tentativamente metilamina 8 (0.27 g, 86%) como un
s6lido blanco extremadamente higroscédpico. Estudios de HPLC
de fase inversa anaiificos sobre la mezcla [columna [C;g Si
Altech Econosphere, 150 x 4.6 mm, 5 [Om; 5 min enjuaghe con
H,O (0.05% de TFA) luego gradiente estable durante 25!/ min a
MeCN como eluyente en un indice de flujo de 1 ml/min;
deteccidén wutilizando matriz de diodo] indican gque s una

mezcla 38: 1 de dos picos de elucidén con tiempos de retenciédn

(£
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|

de 13.64 y 14.44 min a 207 y 197 nm, respectivamente. Se
|

muestra que el G-2-MePE es una mezcla 73:27 tﬁans.cis de

l

conférmeros mediante andlisis de 'H RMN (se lestima la

. . |
relacién a partir de las intensidades relativas|del doble

l
doblete y triplete en & 4.18 y 3.71, asignado a lds protones
l

Glua-H de los conférmeros mayor y menor, respectiv%mente): pf

l

144° C%; [alp -52.4 (c 0.19 en Hp0); &y (300 MHz; | D;0; MeOH

l

interno) 1.52 (3H, s, Proo-CHj3), 1.81-2.21 (6H, m, Prof-H,
l

Proy-H, y GluB-Hz), 2.34 (1.46H, t, J 7.2, Gluy—l‘?z), 2.42%

\
(0.54H, t, J 7.3, Gluy-Hz), 3.50-3.66 (2H, m, Proé—?z), 3.71*
(0.27H, t, J 6.2, Glua-H), 3.85 (1 H, d, J 1l6.6, éﬂya—Hﬂh),
l
3.92 (1 H, d, J 16.6, Glyo-HaHg) y 4.18 (0.73H, dd, J 8.4 y

4.7, Gluo-H); (75 MHz; D,0; MeCH interno) 21.8 (Ch3, Proo-

\
|

CHs), 25.0 (CH;, Proy-C), 27.8* (CHp, Glup-C), 2@.8 (CH,,
l

Glup-C), 32.9 (CHz, Gluy-C), 40.8 (CH;, Prof-C), 42.7 (CHy,
l

Glya-C), 49.5 (CH,, Prod-C), 56.0* (CH, Gluo-C), 56.4 (CH,

Gluoa-C), 69.8 (cuat, Proo-C), 166.5 (cuat., Gly—COb, 177.3

(cuat., Pro-CON), 179.2 (cuat., Gluo-CO), 180.2* (cuat.,

\
|
Gluy-CO) 'y 180.6 (cuat., Gluy-CO); m/z (FAB+) 1316.1508
' 1
1

(MH+.C13H22N306 requiere 316.1509) .

|
l
ll
Ejemplo 3: Neuroproteccién in vitro 1

|

Se examinan los efectos terapéuticos de los anidlogos de
GPE en una serie de experimentos in vitro para determ%nar sus

efectos sobre la neurodegeneracidén de células neuron%les de

l

diferente origen. Los sistemas in vitro descritos aqui son

l
bien establecidos en la técnica y sSe conocen pOr Ser
predictivos de los efectos neuroprotectores observa?os in
l
vivo, que incluyen efectos en humanos que sufren de

trastornos neurodegenerativos.

\
l
|
l
|
|
|
\

({2
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Materiales y Métodos

El siguiente protocolo experimental Sig
directrices aprobadas por la Universidad de Aucklar

de Etica Animal.

jue las

1d Comité

Preparacién de cultivos de astrocitos corticales para la

cosecha del sobrenadante del cultivo celular metabolj
Se utiliza un hemisferio cortical de una rata

de nacida y se recoge en 4 ml de DMEM.

.zado

de 1 dia

La trituracidén se

realiza utilizando una pipeta de vidrio de 5 ml y una aguja

de de calibre 18. La suspensidn celular se tamiza a través de

un filtro celular de 100 um y se lava en 50 ml

(centrifugacién durante 5 min a 250 g). El1 sedi

resuspende eén 20 ml de DMEM + 10% de suero de

3

de DMEM

mento se

ternero fetal.

La suspensidén se agrega en dos matraces de 25 cm® (10 ml por
matraz) y se cultiva a 37° C en presencia de 10% de CO
seqguido por un cambio del medio dos veces a la semana. Cuando

las células alcanzan la confluencia, se lavan tres yeces con
PBS, se ajusta a Neurobasal/B27 y se incuban durante otros 3
dias. Este sobrenadante se congela para almacenamiento
transitorio a -80° C.

Preparacién de Tejido Cortical y Estriado de Embriones
E18/E19 de Rata

Se sacrifica una rata mediante tratamiento con CO,;, vy

luego se prepara para la cesérea.

Después de la cirugia,

los

embriones se retiran de sus bolsas amnidéticas y se decapitan.

Las cabezas se colocan en hielo en medioc DMEM/F12

para el
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cuerpo estriade y PBS + 0.65% de D (+) - glucosa pata la

corteza.

|

Procedimiento de extraccién de tejido Estriado vy
Preparaciéon de las Células

Se retira todo un cerebro del créneo con el lado ventral
mirando hacia arriba en medio DMEM F12. El cuerpo estriado se
diseca fuera de ambos hemisferios bajo un estereomicroscopio
y el tejido estriado se coloca en un tubo Falcon en hieljp. El
tejido estriado luego se tritura utilizando una pipeta P1000
de 1 ml de volumen. El tejido se tritura al pithear
suavemente la soluciédn hacia arriba y hacia abajo en la punta
de la pipeta aproximadamente 15 veces, utilizando fuerza de
corte en las salidas alternas. Las piezas de tejido asientan

en el fondo del tubo Falcon en 30 segundos. El sobrenadante

que contiene una  suspensioén de células individgales
disociadas luego se transfiere a un nuevo tubo Falcon es%éril
en hielo. Las piezas de tejido se trituran de nuevo | para
evitar las células ya disociadas excesivamente dafladas,

mediante mas de trituracién de las mismas. Se agrega 1

mililitro de medio DMEM F12 enfriado con hielo a las piezas

~de tejido en el primer tubo y se trituran como antes. Las

piezas de tejido se dejan sedimentar y se retira el
sobrenadante a un nuevo tubo Falcon estéril en hielo.l Las

células se centrifugan a 250 g durante 5 minutos a 4° C.

Plantacién y Cultivo de Células estriadas
Las células estriadas se siembran en poli-L-lisina |(0.1
mg/ml) recubiertas con placas de 96 pozos (s6lo los 60 pozos

internos} a una densidad de 200.000 células/cm® en medio
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Neurobasal/B27 (Invitrogen). Las
presencia de 5% de COy

cambia el medio en los dias 1, 3 y

Preparacién de las Células
I

68

células se cultivan | en

a 37° C bajo 100% de humedad.' Se

6.

Tejido Cortical y

Procedimiento de Extracecidén de :

|
|
|

. . . . . |
Los dos hemisferios corticales se retiran culdadosamente
/

con espatula de todo el cerebro con el lado ventral miﬁando
r

. : . : .
al revés en una caja de Petri que contiene una solucidén de
|

PBS+0.65% de D (+) - glucosa. Los férceps se colocan én la
B I

parte rostral (cerca de Bulbo olfatorio) de 1la cortezafpara
' |

fijar el tejido y se realizan dos cortes orientados laﬂeral—
|

sagital para retirar el paraformaldehido vy las coﬁtezas

entorrinales. Se hace un corte orientado frontal Ln el
I

. . . . l
extremo posterior para retirar la formacidén hipocampal. Un
|

. . ‘oz 1
corte frontal final se realiza a unos pocos milimetros de
|

distancia del Ultimo corte con el fin de controlar eh area

I
|
17/18 de la corteza visual.
|
|
I
|
|
|
|

Las cortezas se colocan en hielo en PBS 0.65 (+) -

e !
glucosa y se centrifugan a 350 g durante 5 minu?os. El

|
sobrenadante se retira y se agrega tripsina/EDTA (O.qS%/O.53
|

mM) durante 8 minutos a 37° C. La reaccidén se ;detiene

|
mediante al agregar una cantidad igual de DMEM y 10% ?e Suero.
!

sobrenadante se elimipa por
1

centrifugacién seguida de dos lavados posteriores ?n medio
!

de ternero fetal. El

Neurobasal/B27. |
|
|
|
|

Las células se trituran una vez con una pipet% Pasteur
I

de vidrio en 1 ml de medio Neurobasal/B27 vy poste#iormente
!

I
|
i
f
|
!
|
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1
|
|

dos veces al utilizar una jeringa de insulina de 11ml con una
aguja de calibre 22. La suspensién celular se pas% a través
de un filtro celular de 100 pm y se enjuaga por 1 ﬁl de medio
Neurobasal/B27. Las células se cuentan y se ajusta% a 50.000

células por 60 ul.

Plantacién y Cultivo de Células Corticales

l
\
l
|
|
Placas de 96 pozos se recubren con 0.2 mg dF poli-L-
|

lisina y posteriormente con 2 ug/ml se laminina\ en PBS,
después de lo cual 60 pl de medio acondicionado de %strocitos

corticales se agrega a cada pozo. Posteriormente, %e agrega

60 pl de suspensidén celular cortical. Las células se\cultivan

en presencia de 10% de CO, a 37° C bajo 100% de hu%edad. En
|

el dia 1, se produce un cambio de medio completo (medico

l

acondicionado 1:1 - Neurobasal/B27 y astrocitos) co% adicién

l

de 1 uM de citosina-BD-arabino-furanosido (inhi?idor de
)
l
|
l
l

Microexplantes cerebelosos de Animales P8: PrepFracién,

|
|
l
l

mitosis). Los dias 2 y 5, se cambia 2/3 del medio.

Cultivo y Fijacién

Se extirpan cortezas cerebelosas laminadas de los dos

hemisferios de una rata P8, se cortan en piezas peq#eﬁas en
solucidén de PBS + 0.65% D (+)glucosa y se trituran kon una
aguja de calibre 23 y posteriormente se presionan a t%avés de
un tamiz de tamafio de poro 125 pm.  Los microegplantes
obtenidos se centrifugan (60 g) dos veces (cambio de\medio)
en medio STARTV complementado con BSA libre de\ suero
(Biochrom). Para el cultivo, 40 pl de suspensiédn cel#lar se
adhiere durante 3 horas en un cubreobjetos de 0.1 m%/ml de

1

poli-L-1lisina recubierto colocado en placas de 6 pozos de 35

|
|
|
|
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|
mm de tamafio en presencia de 5% de CO; bajo 100% de humedad a

l
34° C. Posteriormente, se agrega 1 ml de medio StarTV junto

_ |
con las toxinas vy farmacos. Los cultivos &e monitorean

1
(evaluado) después de 2-3 dias de cultivo en pﬂesencia de 5%
de CO,; bajo 100% de humedad. Para el anélisis d%l recuento de

células, los cultivos se fijan en concentracioﬁes crecientes

de paraformaldehido (0.4%, 1.2%, 3

o©

y 4% durante 3 minutos

l

cada uno) seguido de un lavado en PBS.

1
l
1
|
Administracién de Toxina y Farmaco a Célula? Neurales in
vitro y Analisis de Datos H

Para estudiar los efectos neuroprotecto#es de los
analogos de GPE, llevamos a cabo una serie de experimentos in

l

vitro utilizando 4&cido ocadaico para provocar| una lesidn
téxica a las células neuronales. El1 Aacido okadaico es una
toxina reconocida en la técnica que se sabe prdvoca dafio a

las neuronas. Adicionalmente, la recuperacidn de’las células

neuronales o de la funcidén de células neurales d%spués de la

. L , S
lesidén por el acido okadaico se reconoce que es pqedlctlva de

la recuperacién de las lesiones provocadas por otrgs toxinas.

|
|
l
Para provocar lesién téxica a las neuronas, expusimos
l
neuronas a 1l: 100 partes de &cido okadaico en concentraciones
|
de 30 nM o 100 nM y 0.5 mM de &cido 3—nitropropi?nico (sélo
para microexplantes cerebeloscs). Se utiliza GPE 41 nM-1 mM)
o G-2-MEPE (1 nM-1 mM) a los 8 dias in vitro kDIV) para
. l .
cultivos corticales y 9DIV para cultivos estrlados.lEl tiempo
|
de incubacién es de 24 horas. El indice de supervivencia se
\

determina por un ensayo MTT de valoracién colorimétrica a 595
|

nm en un lector de. placas de multiples pozos. | para los

l
ll
1
1

Wo-
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\

\

|

|

{
microexplantes cerebelosos se seleccionan cua%ro ventanas
(campo de 0.65 mm?) con mas

i
alta densidad c%lular y se
1
cuentan las células que exhiben crecimiento de ne&ritas.
|
\\
5 Resultados \
El analogo de GPE G-2-Mepe exhib% efectos
neuroprotectores comparables dentro de los tres sistemas in
{
vitro probados (Figuras 12-15). &
’ \
|
10 Los cultivos corticales responden a concentr%piones de
\
GPE de 10 uM (Figura 12) o G-2-MEPE (10 uM, Figur% 13) con
|
. 64% vy 59% de neuroprotecciédn, respectivamente. |

|

Los otros 2 tipos de cultivos demuestran neuroproteccidén
15 en dosis mas bajas de G-2-Mepe (microexplantes cerebelos:
Figura 14 vy células estriadas:

e

Figura 15).

Las \células
estriadas demuestran neuroproteccidén dentro del rango\

a 1 mM de

de 1 nM
G-2-MEPE (Figura 15), mientras que los
microexplantes cerebelosos posnatales dem&estran
20 neuroproteccién con G-2-MEPE en el rango de dosis lentre
' aproximadamente 1 nm y aproximadamente 100 nM (Figura\ 14).
Por lo tanto, llegamos a la conclusién que el G-2-MEPE %s un
\
agente neuroprotector y puede tener efectos terapéuticos en
los humanos que éufren de trastornos
25

neurodegenerat%vos.
Debido a que el G-2-Mepe puede ser neuroprotector cuandp se

administra directamente a las neurocnas en cultivo,

|
ese G-2-

\

Mepe puede ser eficaz in vivo cuando @ se admini§tra
1

, . |
directamente a los cerebros de los animales afectados. \

\
|
\
1
|
1
1
i
\
|
1
\
\
\
1
1



72

Ejemplo 4: Efectos de

G-2-Mepe sobrel las Neuronas

1
|
Colinérgicas Estriadas en Ratas de Edad Avanzada

1

{

|

i

{

\

Para determinar si \

el G-2-Mepe puede

afectar a las
{

|
5 neuronas colinérgicas, se estudian ratas de edaq avanzada. La

|
colina acetiltransferasa (ChAT)

o
€s una enzima gue

|

|

esta
involucrada en la biosintesis del neurotransmisor para los
105 ;

\
. C . . . Lo
nervios colinérgicos, acetilcolina. Se sabe bien que la
|

|
inmunodeteccién de ChAT se puede utilizar para dFterminar el

|
. . . \ .
10 numero de nervios colinérgicos presentes en |un tejido.
{

|

También se sabe que la cantidad nervios #

. presentes se asocia con la funcidén fisioldgica d

neuronales colinérgicas en el cerebro.

olinérgicos .

\
\
e las rutas
|
|
\
\
\
1
|
|
|
l

15 En este experimento, hemos probado los efectbs de G-2-
|
|

MEPE en la cantidad de neuronas positivas par% ChAT en
\
\
cerebros de ratas de 18 meses. i
\
\
|
|
Métodos \
ﬂ

20 Ratas macho de dieciocho meses reciben uno ade cinco
|
\

. tratamientos. Un grupo de control se trata con vehiculo (solo
1
\

solucidén salina (n = 4) y cuatro grupos se tratan\con una

sola dosis de G-2-MEPE. Las dosis de 0.012

(n = 4), OklZ {n =
|
5), 1.2 (In = 5) \

y 12 mg/kg (n = 3), respectivamenteﬂ
25

|
. o | ,
subcutaneamente. Las ratas se sacrifican con una sered051s

\
de pentobarbital 3 dias después del tratamiento de f%rmaco.

Los cerebros se perfunden con solucién salina normal % 4% de
|
|

paraformaldehido y se fijan en fijador de perfusién durante
e :

{
|
la noche. Los cerebros se almacenan en 25% de sacarosa en PBS

|
i
30 0.1 M (pH 7.4) hasta que el tejido se hunde. Se Eortan

\

|

|

|

|

|

1

|

\
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|

secciones de corona..congeladas del cuerpo estriado con un

1

microtomo y se almacenan en 0.1% de azida de sodio en PBS 0.1

|

M a 4° C. La inmunorreactividad para la | colina
acetiltransferasa (ChAT) se establece mediante lal tincidn
utilizando un método de seccidén de flotaciénh libre.

Brevemente, los anticuerpos se diluyen en 1% de Quero de

1

cabra. Las secciones se incuban en 0.2% de Triton en ?BSO.l M

/Triton™ a 4° C. durante la noche antes de ]tincién

1

inmunohistoquimica. Las secciones se pre-tratan con 1% de H;0,

l

en 50% de metanol durante 20 min. Las secciones luego se

incuban con anticuerpos anti-ChAT de conejo (Rb) (1f 5000)

(los anticuerpos primarios) en 4D en un agitador duraPte dos
dias. Se lavan las secciones con PBS/Triton™ (15 miﬁutos X
3d) y luego se incuban con anticuerpos secuﬁdarios

biotinilados anti-conejo de cabra (1: 1000) a températura

l

ambiente durante 1la noche. Las secciones se lavan| y se

incuban en ExtrAvidin™ (Sigma) (1: 1000) durante 3 hpras \%

|

seguido de H,0- (0.01%) en tetrahidrocloruro de, 3,3~
diaminobencina (DAB, 0.05%) para producir un produéto de
reacclidn coloreado Estas secciones se montan en portaobjetos

recubiertos de alumbre cromo, se secan, deshidran y recubren.

|
|

Las neuronas estriadas en ambos hemisferios e§hiben
inmunorreactividades especificas correspondientes a ChPt se

cuentan utilizando un microscopio de luz y una rejillalde 1

l

mm 2x1000. El1 tamafio de la regidén estriada utilizada pa%a el

recuento se mide utilizando un analizador de imégenesi Los
recuentos totales de neuronas/mm’ se comparan entre| los

|

grupos.

|
|
|
|
|
l
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Los datos se analizan utilizando una prueba t paz

eada vy

se presentan como media +/- EEM. Los resultados se presentan

en la Figura 16.

Resultados

La Figura 16A muestra gque el numero de neuronas

immunopositive ChAT aumenta en los cerebros de los animales

tratados con G-2-MEPE. Esto indica claramente ¢

ue la

administracién de G-2-MEPE es efectiva en el aumento del

nivel de ChAT en los cerebros de ratas de edad avanzada.

Debido a que el Chat es una enzima implicada en la sintesis

del neurotransmisor colinérgico acetilcolina, se concluye que

G-2-Mepe puede aumentar la cantidad del transmisor

colinérgico en el cerebro de las ratas de mediana edad.

Ejemplo 5: Efectos de la G-2-Mepe en Memoria de Referencia

Espacial en Ratas

Se ha demostrado que el G-2-Mepe puede aumentar el ChAT

y por lo tanto, tiene el potencial de mejorar la funciédn

neuronal colinérgica, luego examinamos si la G-2-Mepe

ser Util en el tratamiento de los cambios relacionados!

puede

con la

edad en la cognicién y/o memoria. Por lo tanto, llevamos a

cabo una serie de estudios realizados en ratas utilizando

pruebas para la memoria bien establecidas.

Experimento 1: La prueba de Laberinto de Agua de Morris

La prueba de laberinto de agua de Morris es una

prueba

bien reconocida para evaluar la memoria de referencia

espacial en ratas.
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Sujetos

|
|
|
|
|

Se utilizan ratas Wistar macho de 12, 8 o 4 meses de

edad.

|

|

|

|

Métodos 1

Pruebas de Ambiente y Aparatos u
La prueba del laberinto de agua de Morris se ﬁealiza
utilizando una piscina de plastico negra llena hasta una
profundidad de 25 cm con agua de color negro con un tﬂnte no

|

téxico. La piscina tiene un inserto negro circular de Fanera
que las paredes también parecen ser uniformes negr%s. La
piscina se divide en cuatro cuadrantes (norte, sur, este vy
ceste) por dos lineas perpendiculares imaginarias QUe se
cruzan en el centro de la piscina. Una plataforma de me%al se
coloca en el centro Qeogréfico del cuadrante SE 50 cm‘desde
el borde de la piscina, de tal manera dgue esta 2 chl por
debajo de la superficie del agua e invisible. La platiforma

se mantiene en esa posicidén, en todc el entrenamiento.

|

|
El experimento utiliza seflales extra-laberinto (esldecir
objetos en 1la habitgc%én alrededor de 1la piscina) qui las
ratas podian wutilizar para navegar a la plataforma% Se
cuelgan carteles distintivos o pinturas en las paredesJ Los
muebles de la habitacién no se mueven durante el perio#o de
prueba. La colocacién de la piscina permite al experimen%ador
un facil acceso a la misma por todos los lados. La pisci?a se

vacia y se rellena todos los dias durante la prueba, con]agua

a 25° C +/- 2° C.

(T2
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El punto més lejano en la piscina (con relacidén a la

{4

posicién del investigador) se designado como “norte”, y el

AN ” Ww

resto de los puntos cardinales “este’”, “sur oegste”, son

Yy

los puntos mas a la derecha, abajo y méds a la izquierda de 1la
piscina, respectivamente. Estos puntos se marcan coﬂ cinta en

el exterior de la piscina.

Fase de adquisicidén

Las ratas de cada grupo se entrenan para nadar| hasta la
plataforma sumergida. Las ratas‘reciben seis ensayos de 60
segundos por dia durante cuatro dias consecutivos. Un ensayo
se inicia al coclocar la rata en el agua frente a lal pared de
la piséina, en una de las cuatro posiciones de inicil (norte,
sur, este, oeste). La secuencia de las posiciones de inicio
se eligen seudoaleatoriamente, de modo que la ubicacidén de
inicio de cualquier ensayo dado es diferente de aquel de la
prueba anterior, y no se utiliza ubicacién de inicio més de
dos veces durante el entrenamiento diario. La misma secuencia
de ubicaciones se utiliza para todas las ratas eﬁ un dia

determinado, pero varia entre dias. El ensayo termina cuando

la rata ha encontrado la plataforma, o en 60 segundos, 1o que
ocurra primero. Los ensayos se cronometran con un cronémetro.
Si la rata encuentra la plataforma, se le permite p?rmanecer

alli durante 15 segundos antes de ser trasladada a un
recipiente contenedor. Si no ha encontrado la plata%orma, la
rata se guiado alli ﬁaﬁualmente y se coloca en la p%ataforma
durante 15 segundos. El intervalo entre ensayos és de 60
segundos. El recipiente contendor se cubre con el fin de

reducir al minimo las interferencias entre los ensayos. En la

realizacidén de las pruebas diarias para una rata, el animal
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se seca con una toalla y se coloca bajo 1la léﬂpara de calor
en el cubc contenedor hasta que se seca su pelaje. El1 tiempo
necesario para ubicar la plataforma (latencia, ss) se obtiene

para cada rata en cada ensayo de entrenamiento. |Si la rata no

] v
encuentra la plataforma en un ensayo dado su puntuacién de
|

latencia es la duracidén maxima de esa prueba (60 segundos).

Tratamiento con Farmacos

Tres dias después de 1la finalizacidén de| la fase de

- adquisicién, se implantan bombas mini-osméticas (Alzet)

subcutaneamente bajo anestesia con halotano) para suministrar
fadrmaco o vehiculo de forma continua durante 1 o, 3 semanas. A
la finalizacidén de la infusidén de las bombas sel|retiran y se

vuelven a suturar las heridas.

Los 5 grupos de tratamiento son:

1. solucién salina 1 semana (n es origrnalmente 7,
pero una rata gque ©perdia peso rapidamente se
excluyd ynrlﬁego se encuentra que tenia un tumor
hipofisario);

2. solucidén salina 3 semanas (n = 8);

3. dosis baja de G-2-Mepe (0.96 mg/dia) 1| semana (n

8);

4. dosis baja de G-2-Mepe (0.96 mg/dia) 3 éemanas (n
8);
5. dosis alta de G-2-Mepe (4.8 mg/dia) 3 semanas (n =

7).

A
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El cuarto grupo (n = 3) y las ratas de control de ocho
meses de edad (n = 9) no reciben ningin tratamiento con

farmacos. Las ratas de 12 meses de edad se asignan a uno de

cinco grupos sobre la base de sus tiempos de natacidén durante

adquisicidén, de tal manera que los grupos son aproximadamente

equivalentes en su rendimiento promedio antes de recibir

cualquier farmaco.

Fase de Retencién (Memoria de Referencia)

Se prueba la capacidad de las ratas para recordar o para
volver a aprender 1la ubicacidén de 1la plataflorma original
cuatrb semanas después del entrenamiento 1inicial. Esto
significa que el farmaco residual podri haber sido lavado
durénte un minimo de 7 dias en el caso de las bombas de 3
semanas, y 21 dias en el caso de las bombas|1l semana. E1

procedimiento de prueba de retencidén es idéntico a aquel de

la adquisicidén. Los estudios farmacocinéticos indican que la
concentracién de G-2-MEPE administrado subcutéqeamente en el
plasma se eleva a un pico \% luego disminuye con
!
aproximadamente un primer patré4n de orden cinético, con una
vida media en plasma (t %) de entre aproximadamente 30 y 60
minutos. Por lo tanto, en el momento en que se realiza el
estudio de retencidén, por lo menos 7 dias después de la
eliminacién de las minibombas que contienen G-2-MEPE, casi

todo el G-2-Mepe ha sido eliminado de la circulacidén de los

animales.

Analisis de Datos

La latencia de nado para cada rata se regiétra para cada

ensayo para cada dia de las fases de adquisicidén y retencidn

13
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y los cambios entre las fases se examinan mediante Analisis

de Varianza.

Se comparan el vehiculo de 3 semanas y alta dosils de G-
2-MEPE de 3 semanas en la adquisicién y retencién. La alta
dosis de G-2-MEPE, dada durante 3 semanas, mejjora la
retencién de la tarea original del laberinto de agua |después

de un retraso de 4 semanas.

Resultados

La Figura 17 muestra la comparacién entre ratas de edad

avanzada tratadas con dosis alta de G-2-Mepe (4.8 mg/dia) vy
dosis baja de G-2-Mepe (0.96 mg/dia), y solucidén salina, con
los controles jévenes (4 meses) utilizadas como conFroles.
Antes del tratamiento con G-2-MEPE, nc hubo diferencias entre
los grupos de edad avanzada (12 meses de edad). En conLraste,
los animales de 4 meses de edad requieren menos tiempo para
alcanzar la plataforma que los animales mas viejos. bespués
de un periodo de 3 semanas sin prueba, tiempo durante el cual
se les administra "ya sea solucidén salina o G—2—MEPE, los
animales que recibien sélo solucidén salina no meuestran
habilidad mejorada para alcanzar 1la plataforma, comoc se
indica por los tiempos similares requeridos en el dia de
prueba 4 de la fase de adquisiciénvy el dia de prueba 1 de la

fase de retencidén. En contraste, los animales que reciben

tratamiento con G-2-MEPE en cualquiera de las dosis alta o
baja, han mejorado la memoria como se refleja en una
disminucién en el tiempo necesario para alcanz%r la

plataforma en comparacién con los controles tratados con

solucidén salina. Adicionalmente, los animales tratados con G-
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2-Mepe tienen un rendimiento similar a los animales jéanes

de 4 meses de edad (Figura 17) y animales de 8 meses de %dad
(datos no mostradcs). Por lo tanto, llegamos a la conclu%ién
de que el G-2-Mepe puede mejorar la memoria en ratas de
mediana edad, animales que habian mostrado previamente

déficit de memoria en relacién con ratas jbévenes.

Adicionalmente, debido a que el tiempo de repeticidén de

pruebas, el G-2-Mepe se habia lavado de 1la circulaqién,
llegamos a la conclusidén de que los efectos que mejora£ la
memoria de G-2-Mepe eran probablemente debido a la mejora en

la funcién de las neuronas colinérgicas.

Experimento 2: Prueba del Laberinto Radial de 8 Brazos
Cinco meses después del experimento original las ratas
que ahora tienen 17 meses de edad se reexaminan para la

memoria de trabajo espacial en un laberinto radial.

Métodos

Aparato

El aparato consiste en una plataforma central gue se
comunica con 8 brazos idénticos, cada uno con una taza de

alimento en el extremo del mismo

Prueba de Procedimiento

Las ratas se privan parcialmente de alimentos durante

por lo menos 10 dias antes de, y durante todo el

|

procedimiento de laberinto radial.

(>
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Se ensambla el laberinto y se coloca de modo que el-

experimentador pueda observar claramente el comportamiento de
i

las ratas desde una ubicacién predeterminada. El

experimentador numera los brazos del laberinto de| acuerdo con

su orientacidén de uno a ochec en direccidédn horaria

Pre-entranamiento (Pre-Farmacos)
En el primer dia se insertan las pﬁertas en los brazos y
cada rata se confina en la plataformarcentral con| 20 granulos
de alimento durante 5 minutos. Esto contintia una vez al dia
durante cuatro dias, y se observan que todas lés ratas
consumen aigunos de los gréanulos. Al dia siguiente, se leé

permite a las ratas explorar durante todo el laberinto cinco

minutos. Todos los brazos se ceban con dos granulos de
alimento en la taza de alimentos situada en ei extremo de
cada brazo, y un granulo, tanto en la entrada como a la mitad
de cada brazo. Estom ée repite por lo menos durante cinco

dias, pero hasta ocho dias para las ratas que exploran poco

de aquellos ocho brazcs en dos sesiones consecutivas. Todas

las ratas tienen una sesidén final en el noveno dia de pre-

entrenamiento. En este punto, se decide que una de las ratas

de edad avanzada que habia hecho una sola entradal al brazo en
ocho de los nueve dias debe ser excluida de futuras pruebas
en este procedimiento. De otra forma todas 1las ratas se

incluyen, independientemente de 1la cantidad de| exploracidn

realizada en el pre-entrenamiento. No hubo = diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos viejos en el
nuimero de ingresos a los brazos en la sesidébn de pre-

entrenamiento final (Farmacos: .F (2,31) = 0.44, p|= 0.65).
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I

Tratamiento con Farmacos

I

30 dias antes de la prueba (cinco dias despu%s del pre-

se implantan a las ratas macho Wﬂstar de 17
I

meses de edad (bajo anestesia con halotano) fminibombas

entrenamiento)

s . D L.
osméticas subcutaneas (Alzet) para suministrar farmacos de

!

forma continua durante 3 semanas. A la finaliz%cién de 1la

. . . |
infusidn, se retiran las bombas y se vuelven a |suturar las
I

heridas (lavado permitido de 9 dias). {
|

1‘

Los grupos de tratamiento fueron: I

|

1. controles.iéﬁénes (4 meses de edad), n T 67
2. solucidén salina n = 10; ;

3. dosis baja de G-2-Mepe (2.4mg/kg/dia) n}= 13
4. dosis alta de G-2-Mepe (12.4mg/kg/dia) n = 5

bajas estéan

I
I
f
|
Los grupos de solucién salina y de dosii

comprendidos de todas las ratas que recibierenltratamientos
I

en fase 1 de este experimento (cuando las ra%as tenian 12
meses de edad), independientemente de si tenian una o tres
semanas de tratamiento. Una rata en cada uno del!los grupos de

de solucidén salina .y de dosis alta se ha ret%rado‘debido a
l

tumores en 1la piel. Una de las ratas de ?osis baja no

I

participdé en este experimento debido al hecholde gque no se

pudo ser entrenada previamente (ver adelante).

|
|
|
I
|
Pruebas (Post-Farmacos) }

Se inicia la prueba de memoria de trabaﬂo en el noveno

|

Las ratas reciben 10 sesiones de entrenamiento
|

al dia durante 12 dias. El procedimiento es elfmismo que para

dia de lavado.

el pre-entrenamiento, pero sélo se ceban | las tazas de

(9
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alimentos. Las ratas tienen 6 minutos para hacer hasta! 16

elecciones al visitar cualquiera de 1los ocho brazos. Pna
eleccidén se define como algo gue ocurre cuando todas ilas
cuatro patas estéan- en el interior de un brazo. cEl
experimentador con lapiz y papel registra la secuenciaj de
entradas en los brazos. Las sesiones se terminan despuég de
haberse introducido en todos los ocho brazos, 16 elecci?nes
realizadas, o de haber transcurrido 6 minutos. El tiémpo

necesario para entrar en todos los ocho brazos, cuando esto

ocurre, se registra.
Analisis de Datos

|
|
|
|
Una eleccidn de brazo se considera correcta cuand¢ la
rata entra en un brazo no visitado anteriormente.
desemperio se clasifiéa diariamente de acuerdo con Jlos
siguientes pardmetros:
|
1) Eleccidén correcta (CC) 8 - 12 es el nﬁmer$ de
elecciones correctas hechas dividido por el numero totil de
elecciones hechas. Para.los animales que no visitan todol los

. ool
8 brazos en una prueba, el denominador de esta rela01qn se

considera que es 12. ’

|

|
2) Eleccién Correcta de Trabajo (WCC) 8 - 12 és la
medida de la que se derivan los datos de memoria de trakajo.
Los datos se recogen como se describe para CC 18—12
anteriormente, pero para este parametro, sélo se incluye% las

ratas gque entran en todos los 8 brazos en una sesién.

156
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|

Las ratas que hacian menos entradas en los 8 brﬁzos no

|

se utilizan para determinar la memoria de trabajo porque no
I

pueden recordar que brazos habian visitado previamentb Yy por
I

lo tanto tienen la memoria tan afectada que no éudieron
|
completar la prueba, a diferencia de los animales que, por

cualquier razdn, no exploran el laberinto.

Resultados

|
|
1
l
|

CC8-12: Se presenta una mejora general para tédos los

grupos durante los 10 dias (F (9,324) = 4.01, p<0.00q1), pero
sin efecto de grupo significativo (F (3,36) = l.lé, ns) o
Grupo X dias interaccién (F (27,324) = 1.05, ns) (Latos no
mostrados)

WCC8-12: La Figura 18A muestra el perfil de adguisicién
de acuerdo con la clasificacidén WCC8-12 durante lo% 10 dias
de pruebas. Se presenta un efecto significativo de;Grupo (F
(3,12) = 4.27, p = 0.029) y dias (F (9,108) = %.09, p =
0.036), pero la interaccién entre estos factorés no es

|

significativa (F (27,108) = 1.06, ns). El1 grupo de dlta dosis

_J
de G-2Me-PE mostré la mayor mejora a través de [los dias,
seguido por los controles Jjdévenes. Se presenta | muy poca

diferencia entre la dosis baja de G-Z2Me-PE vy l% solucidn

salina.

|
|
|
|

La Figura 18B muestra los resultados que indican que las
|

ratas expuestas a la dosis més alta de G-2-MEPE (n = 5) han
|
realizado méds entradas correctas para obtener granulos de

aliemnto en comparacidén con las ratas tratadas con vehiculo

(* p <0.05, n = 10). Llegamos a la conclusiédn aﬁpartir de

|
|
!
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este estudio que el G-2-Mepe mejora la memoria espacial en

ratas de edad avanzada. j

|

Ejemplo 6: G-2-Mepe Aumenta Proliferacién #e Neuroblastos y

disminuye la Astrocitosis en los Cerebros]de Ratas de Edad

|
|

Debido a que la degeneracién neuronal!puede dar lugar a

Avanzada

la disminucién del numero de neuron%s, un objetivo
terapéutico deseable es aumentar el nﬁmero]de neuronas en el
cerebro. Las neuronas se derivan de los neuroblastos, una
célula menos diferenciada que una neurona; pero dentro del
linaje neuronal. NQ;mglmente, un neurobl%sto se expone a
condiciones que provocan gue se madure en u% fenotipo maduro,
que tiene un soma definido, procesos neJronales (axones vy
dendritas) y en ultima instancia, que higa conexiones con
otras neuronas (por ejemplo, sinapsis). P#r lo tanto, medir
la proliferacién de neuroblastos se ha Iconvertido en un
marcador temprano conocido para la prolifLracién de células
nerviosas. Por lo tanto, detectar un aumento en la

proliferacidén de neurcblastos inducido? por un agente

farmacéutico es un método aceptado ﬁara - predecir el
crecimiento de las células neuronales en los animales. Debido
a que las ratas y los humanos comparten mLcanismos similares
en la proliferacidén de células neuronale%, la deteccidén de
cambios en la proliferacién de neuroblastés en ratas in vivo

es predictiva de los efectos similares en los seres humanos.

|
|

También se sabe que una correlaciéﬂ histoldégica de la
funcidén cognitiva deteriorada es un aumedto en el numero de

células astrociticas en el cerebro de los!animales afectados.

|
|
|

T
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|

Por lo tanto, para determinar si el G-2-Mepe deria ser util

en estimular la proliferacidén de neuroblagtos y en el

|

tratamiento de astrocitosis, 1llevamos a cabo| una serie de

|

estudios en ratas de edad avanzada. ,
l

Métodos y Materiéles j

l

|

l

Inmunohistoquimica

|

Para llevar a cabo estos estudios, los tgjidos se fijan
y se 1incluyen en parafina y las seccion?s se obtienen

utilizando métodos estédndar. Las secciones céronales (6 um)

|

que contienen el nivel del hipocampo se cortan y montan en

portaobjetos recubiertos con cromo-alumina para tincidén. Las
» . 1 I . ‘

secciones se desparafinan en xileno, se deshidratan en una

serie de etanol y se incuban en regulado dq fosfato salino

|

0.1 M (PBS). l
|
|

Se utilizan anticuerpos primarios contr? proteina &acida
fibrilar glial (GFAP) y antigeno nuclear %e proliferacién
celular (PCNA) para marcar las células vy lachélulas gliales

|

reactivas gue experimentan apoptosis y( proliferacidn,
respectivamente. Para desenmascarar el'antiano (caspasa-3 y
tincidén con PCNA), las secciones se calien%an en 10 mM de
regulador de citrato de sodio (pH 6.0) durapte 1 min a alta
potencia. Todas las secciones se pretratan con 1% de H;0; en
50% de metanol durante 30 min para inactiva} la actividad de
la peroxidasa enddgena. Luego, se aplica ya ?ea 1.5% de suero

de caballo normal o 2.5% de suero de oveja normal en PBS
- l

durante 1 h a temperatura ambiente para bléquear la tincién

de fondo no especifica. Las secciones luer se incuban con

|
|
|
|

(33
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los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo anti-GFAP #e
ratén monoclonal (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU. diluido #:
500); anticuerpo anti-PCNA de ratén (DAKA, A/S, Dinamarc%,
diluido 1: 100). Después de incubacién con anticuerp#s
primarios a 4° C durante 2 d (excepto para tincién de PC$A
que se incuba durante la noche) las secciones se incuban c$n
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo o anti-ratén #e
caballo biotinilado (1: 200. Sigma) a 4° C durante la noch%.
La ExtrAvidin™ (Sigma, 1: 200), que se habia preparado 1[h
antes de su uso, se aplica durante 3 h a temperatu#a
ambiente, y luego se hace reaccionar en 0.05% de 3,@—

. 1
diaminobencidina (DAB) y PBS para producir un producto ‘Be
reaccidén de color pardo. Las secciones se deshidratan en una

serie de alcoholes a xileno y se colocan en cubreobjetos con

medio de montaje.

La tincién inmunohistoquimica se realiza en muestras |de
cerebro tomadas de grupos de control y tratados con G-2-Mepe
de ratas jbévenes (4 meses de edad), de mediana edad (9 meses)

y (18 meses) de edad avanzada.

Las secciones de control se procesan de la misma manéra
excepto el anticuerpo primario se omite de la solucién |de
incubacidén. El numero de células positivas a PCNA se cuen?an

en las zonas subventriculares y las células positivas a G?AP

se clasifican en la corteza cerebral.

Experimento 1: G-2-Mepe Estimula Proliferacién de

Neuroblastos en Cerebros de Ratas de Edad Avanzada

134
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La zona subventricular (SVZ) y el giro dentado (DG)
dos regiones del cerebro que alojan neurogenia adulta. S
reportado que la reduccidén de la neurogenia en SVZ y D

co-relaciona con el declive de la memoria con

0]

Ul

son

ha

se

el

envejecimiento y se reportan que los efectos del factor de

crecimiento nervioso-y-factor de crecimiento epidérmico en la

mejora de la memoria se deben al aumento en la prolifera

de progenitores de 1los SVZ. Se wutiliza el PCNA comg

cidén

un

marcador de proliferacidén celular, la proliferacién celjular

en la SVZ se examina mediante el recuento del nuUmerc
células que son positivas para PCNA. En los anim
seleccicnados, por lo menos algunas de las cél
proliferantes fueron identificadas como neuroblastos, ya
se tifien con el agente especifico celular-neuro

doblecortina.

Se tratan ratéé macho de edad avanzada de dieci
meses intraperitonealmente con solo dosis de G2-MEPE (D
de cualquiera de 0, 0.012, 0.12. 1.2, 12 mg/kg). Los cere
se recogen 3 dias después de los tratamientos y se lle
cabo la tincién inmunohistoquimica de PCNA y GFAP. El nu
de células PCNA positivas se cuenta en la SVZ y el numer

células luego se promedia como células/mm dependiendo ds

longitud de la pared del ventriculo wutilizado para co
(Figura 19A). E1 grupo tratado con 1la dosis mas alta
mg/kg, n = 5) muestra un aumento significativo en el nu

de células positivas -a PCNA en comparacién con el g
tratado con vehiculo (* p <0.05, n = 7). Los datos indica
efecto dependiente de dosis de G-2PE en 1la mejora de

neurogenia.
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El etiquetado de doble fluorescencia |indica la co-

ubicacién de PCNA con doblecortina, un marcador de

neuroblastos. La Figura 19B es una fotografid de una porciédn

|

del cerebro de una rata gque muestra un aumento en PCNA

(verde, x20) y doblecortina (rojo, x20) en la rata tratada

con la dosis més alta de G-2-MEPE (pangl derecho) en

comparacién con la rata tratada con %ehiculo (panel

izquierdo). Los dos marcadores claramente |se co-localizan

(Figura 19B, foto, x100). Llegamos a la conclusién que el G-
2-Mepe puede estimular la proliferacidén de jlas células del
cerebro, que incluyen 1los neuroblastos. D%bido a que 1los
neuroblastos son células precursoras par& las neuronas,
concluimos adicionalmente que, el G-2-Mepe pfede aumentar la
poblacién de neuronas en los cerebros de los animales
tratados con el compuesto de esta invencidn.

|

Experimento 2; G-2-Mepe Estimula Proliferacién de

|

Neuroblastos en la SVZ de Cerebros de Ratas de Mediana Edad

Se estudian los efectos de la G-2-Mepe (1.2 mg/kg) en un

edad. La G—2—EPE

grupo de ratas de mediana edad, 9 meses de

(1.2 mg/kg) o vehiculo se administra int%aperitonealmente

(ip). La proliferacién de las células en la |SVZ se examina a
los 3 dias después del tratamiento utilizando tincidn

inmunohistoquimica de PCNA. La Figura 19C muestra un aumento

significativo en el numero de células pksitivas a PCNA

después del tratamiento de G-2-MEPE (** p |<0.005, n = 4).

Debido a que algunas de las células proliferantes terfiidas con
PCNA se identifican como neuroblastos (véase el Experimento 1

|

anterior), llegamcs a la conclusidén que el G-2-Mepe puede

|
\
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estimular la proliferacidén de neuroblastos en

ratas de mediana edad.

La creciente evidencia sugiere que la d

astrocitos en la edad avanzada puede

inflamacién, lo gque 1lleva a la degeneraci

regulacidén ascendente de 1los astrocitos ac

bien reportada y estd estrechamente asociada

de memoria con la edad, quizas a
enddégena deprimida.
Utilizando el GFAP como un marcador

través de

los cerebros de

Experimento 3: Astrocitosis en Cerebros Envej?cidos

isfuncidén de los

dlesencadenar la

én neuronal. La
tivados ha sido
con la pérdida

neurogenia

para astrocitos

reactivos, el numero de células positivas a GFAP se cuenta en

la sub-regién CA4del hipocampo de ratas d

tratadas con G-2MeP o vehiculo. Se

significativo en los astrocitos reactivos en

los animales de edad avanzada (Figura 204),

cerebral.

(Figura 20B foto, flechas) en ratas de e

comparacidén con ratas jdévenes (* p <0,01) vy

(* # p <0,01).

Como parte del componente vascular,

positivos a GFAP también desempefian un papel
(figura 20B, flechas),
inflamatoria en el cerebro. Por lo tanto,

elevados observados en los cerebros

indicar una etapa crénica de degeneracidn cer

encuentra un

Algunos de los astrocitos se asoci

los

envejecidos

e edad avanzada
aumento
el hipocampo de
:y en la corteza
an con capilares
had avanzada en

de mediana edad

los astrocitos

en la angiogenia

que también contribuyen a la respuesta

astrocitos GFAP
pueden

ebral.

53
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Experimento 4: G-2-Mepe Reduce Astrocitosis en Cerebros

Envejecidos
También se evaluan los efectos de la G-2-Mepe
astrocitosis en la sub-regién CA4 del hipocampo de ratas

edad avanzada. Ratas Wistar macho de 18 meses de edad

asignan a 5 grupos de tratamiento como sigue: vehiculo, 0.

mg/kg/dia, 0.12, 1.2 y 12 mg/kg/dia (cada uno n = 6).

Se cuentan las células positivas a GFAP utilizandg

programa informatico (Discovery 1). Los resultados

en

de

12

un

se

muestran en las Figuras 20C y 20D. Se administra G-2-MEPE

intraperitonealmente y se evaluan los numeros de células

positivas a GFAP 3d después de la inyeccién. Utilizando

un

sistema wvisual de clasificacién (0 = sin astrocitos, |1 =

pocos astrocitos, 2 <50%, 3> 50%) estimamos el numerc

astrocitos en 5 regiones corticales diferentes.

El tratamiento con G-2-Mepe reduce el numero:
astrocitos reactivos en la regién CA4 del hipocampo
comparacidén con el grupo tratado con vehiculo (Figura 20C

p <0.05), particularmente los grupos tratados con dosis

de

de

en

de

0.12 y 12 mg/kg. Se observa un efecto similar para G-2-MEPE

en la corteza cerebral (Figura 20D).

Normalmente hay pocos astrocitos positivos a |GFAP

localizados en la capa profunda de la corteza del cerebro
las ratas y aquellos que estan presentes estan usualmente

estrecha asociacién con las rutas de la materia blanca.

de

en

Sin

embargo, hemos encontrado que existen células positivas a

\»¥
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GFAP en la capa media de la corteza, estrechamente asociadas

con los vasos sanguineos.

Resultados de los estudios presentados en aquil indican
que el envejecimiento estd asociado con varios cambios en el

cerebro. En primer lugar, se presenta una pérdida de memoria

y funcién cognitiva dependiente de la edad. En segundo lugar,
se presenta un aumento en los astrositos dependiendo de 1la
edad. Todos estos hallazgos en la rata son consistentes entre
si y las funciones conocidas de los nervios colinérgicos en
el mantenimiento de 1la funcidén cognitiva y la memoria en

animales experimentales y en humanos.

Hemos encontrado inesperadamente que un andlogo de GPE,
G-2-MEPE, suministrado a animales de edad avanzada, por 1lo

menos, invierte parcialmente todo lo cambios asociadojs con la

edad anteriores. En primer lugar,. la G-2-Mepe auwenta la
cantidad de ChAT presente en las células cerebraled de los
animales expuestos a la neurotoxinas de A&cido ocada%co o 3-
NP. Este efecto de G-2-Mepe 1imita aquel de un] agente
neuroprotector bien conocido, GPE. Estos efectos se observan
en las células corticales, las células del cerebelo y en las
células del cuerpo estriado, lo que indica que los' efectos
son muy extendidos en diferentes partes del cerebro. En
segundo lugar, la G-2-Mepe aumenta el Chat en el cuerpo
estriado, lo que indica que las neuronas colinérg%cas son
sensibles a la G-2-Mepe. Estos cambios quimicos e
histolédgicos observados son paralelos a cambios ! en el

comportamiento. Los animales de edad avanzada tratados con G-

2-Mepe exhiben memoria mejorada en dos sistemas de' ensayo

V%4
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‘bien conocidos en comparacién con los controles tratados con

vehiculo. Luego, la G-2-Mepe induce ©proliferacién de

neuroblastos en los cerebros con envejecimiento. Por ultimo,

el tratamiento con G-2-Mepe invierte el aumento de la

astrocitosis observada en el hipocampo y la corteza de

cerebro con envejecimiento. Los efectos de G+2-Mepe no se

deben a los efectos agudos del agente; porque|en muchos de

los estudios citados aqui, habia transcurrido tiempo

suficiente desde el cese del suministro de farmaco hasta la
prueba, que era probable que hubiera poco o naga de farmaco

presente.

Ejemplo 7: Comparacién de la Farmacocinética de la GPE y el

G-2-Mepe

El propdésito de estos estudios es comparar| los perfiles

farmacocinéticos de GPE y G-2-MEPE en animales 1in vivo

utilizando métodos farmacocinéticos estéandar.

Métodos

Se utilizan ratas macho adultas Wistar que pesan entre

180 y 240 g para determinar la farmacocinética de GPE y G-2-
MePE. Para facilitar las inyecciones de bolo int#avenoso y de
toma de muestras de sangre, todas las ratas se implantaron
quirﬁrgicamente'con una canula venosa yugular permanente bajo

anestesia con halotano tres dias antes del experimento. A

grupos de seis ratas se les dio una sola inyeccidén en bolo

intravenoso de 30 mg/kg de GPE o 10 mg/kg de G2M

en regulador de succinato 0.1 M (pH 6.5). Las:
- sangre (aproximadamente 220 ul cada una)
heparinizados que contienen cbéctel inhibidor

ePE disuelto

muestras de

se recogen en tubos

de proteasa




10

15

20

25

30

94

Sigma para tejidos de mamiferos en 10 y 0 min
inyeccién de cualquilera de GPE o G2MePE, y 1,
32, 64 y 128 min después de la inyeccidn de cual
o G2MePE. Las muestras se centrifugaron a 3000

min a 4° C y el plasma se retira y almacena a -8

extraccién y ensayo ya sea por radioinmunoensayo

HPLC de fase inversa.

son convencionales.

antes de la
2, 4, 8, 16,
guiera de GPE
g durante 15
0° C hasta la

(\\RIA//) o

Los métodos de RIA y HPLC utilizados

Se encuentra que la eliminacién del farmaco después de

una unica inyeccidén intravenosa en bolo es un proceso de

primer orden siguiendo 1la ecuacién C = Cge

"kt donde C

representa la concentracidén de farmaco en cualquier punto de

tiempo, Cp; es la concentracidén cuando el tiempo

a cero y k es la constante de velocidad de

expresada en unidades de concentracién por hora.

(t) es igual
primer orden

La k y 1la

vida media (ti,2) se calculan a partir de la pendiente de 1la

recta de regresidén lineal en la fase de elimi

grafica semi-logaritmica de 1la concentracién
funcién del tiempo como: Log C = -kt/2.3 +
resultados se expresan como la media * error est

Resultados
La Figura 21 muestra un grafico de las co
en plasma in vivo de GPE y G-2-Mepe después de

intravenosa (iv) . Los cuadrados rellenos

concentraciones de GPE en cada

punto de tiempo,

nacién de la

de plasma en

log Cy. Los
andar.
ncentraciones

la inyeccidn
representan

y. los

tridngulos rellenos representan las concentraciones de G-2-

MEPE en cada punto de tiempo.

A
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Las concentraciones de plasma de GPE y el G-2-Me
aumentan notablemente el plazo de 1 min después de inyeccid
Después de inyeccién de 30 mg/GPE/kg, se observa
concentracidn maxima de 40.0 t 10.8 mg/ml. L
concentraciones de plasma de GPE luego declinan répidamén
de acuerdo con un proceso cinético de primer orden.l
encuentra que la constante de velocidad de primer orden pa
la GPE es 0.15 * 0.014 ng/ml/min, se encuentra que la Ti,
4.95 + 0.43 min y se encuentra que la depuracién estimada

GPE de plasma es 137.5 %= 12.3 ml/hora

Después de 1inyeccién de 10 mg/kg de G-2-MEPE,

pe

n.

na

as

te

Se

ra

esS

de

se

encuentra que la concentracién de pico es 191 + 16,1 mg/ml.

Las concentraciones de plasma de G-2-Mepe luego se reducen
acuerdo con un proceso cinético de primer orden. Se encuent
qﬁe la constante de velocidad de primer orden para G-2-Me
es 0.033 £+ 0.001 ng/ml/min, se encuentra que el ti,;, es 20.7
0.35 min y se encuentra que la depuracidén estimada es 30.1

0.5 ml/h.

Después de la inyecciédn, la concentracidén maxima
plasma de G-2-Mepe era aproximadamente 4.8 veces mayor que
concentracién méxima en plasma de GPE, a pesar de la dos
m&s grande de GPE suministrada (30 mg/kg) en comparacién c

la dosis de G-2- Mepe suministrada (10 mg/kg).

El hallazgo de mayores concentraciones de plasma de G-
Mepe que de GPE en todos los puntos de tiempo de menos de 1
minutos, a pesar de una dosis mas baja de suministro de G-

MEPE, fue totalmente inesperado sobre la base de 1

de

ra

pe

+

+

en

la

is

on

2—

25

2—

as

i
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concentraciones de plasma conocidas de GPE. El1 t de G—2—Mebe

fue de 4 veces mas que el ti,», de GPE.

El hallazgo de la vida media aumentada de G-2-MEPE

en

comparacién con la de GPE fue completamente inesperado sobre

la base de t;,;, de GPE. El aumento de la t;,; de G-2-Mepe

significa que el G-2-MEPE se elimina mas lentamente de

|

la

circulacidén. Este hallazgo es totalmente inesperado en base

del indice de depuracidén de GPE.

Llegamos a la conclusidén a partir de estos estudios que

el G-2-MEPE es un potente agente capaz de revertir muchos |de
los efectos adversos del envejecimiento en los cerebros de
los animales, incluyendo los humanos. Por 1lo tanto los
andlogos de GPE, gque incluyen G-2-Mepe, pueden producir
efectos terapéuticos deseables, que incluyen la
neuroproteccién, memoria mejorada, proiiferacién de
neuroblastos iﬁcrementada y reduccibén en la astrocitosis, y

pueden ser valiosos en la reversidén o la mitigacidén de los

efectos adversos del envejecimiento en humanos.

Aunque se ha descrito esta invencién en términos

de

ciertas realizaciones preferidas, serd evidente para una

persona medianamente experta en la técnica teniendo en cueLta

|

ese conocimiento y esta descripcidén, que los equivalentes del

compuesto de esta invencidén se pueden preparar y administrar

para las afecciones describen en esta solicitud, y dichos

equivalentes estdn destinados a ser incluidos dentro de jlas

reivindicaciones de esta solicitud.

3
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Ejemplo 8: Tratamiento del Sindrome de Rett I
1

Efectos de la G-2-Mepe sobre Longevidad y Potenciacién a

Largo Plazo en el Modelo de Sindrome de Ret

Para determinar si

t (RTT)

el tratamiento con Gir2-Mepe puede

impactar en el desarrollo y progresc del sindrome de Rett en

un modelo murino de la enfermedad, se utilizan ratones machos

con MeCPZ2 hemicigoto (1 1lox). El sistema de

modificado genéticamente (MeCP2-0) es ampliament

la técnica vya que imitan estrechamente el |

severidad de 1las anomalias fisiocldgicas vy

caracteristicas del trastorno humano, Sindrome d

Todos los experimentos se llevan a

Universidad de Texés” Southwestern Medical

aprueban por la Universidad de Texas

Center Animal Care and Use Committee. La

sintetizada por Albany Molecular Research Inc. (

se suministra por Neuren Pharmaceuticals Limited.

Métodos

Tratamiento

Se tratan ratones machos con MeCPZ hemiciggoto

con 20 mg/kg/dia de G-2-MEPE o solucién salina,

BSA, n = 15 por grupo en el experimento de supe

= 20 en el experimento LTP). Los tratamientos s

intraperitonealmente a partir de 4 semanas

nacimiento. Para los experimentos de supe

mantiene el tratamiento a través del curso del

ratén MeCP2
e aceptado en
rango y la
neuroldgicas

e Rett.

cabo en la

Center vy se

Southwestern Medical

: G-2-MEPE es

Albany, NY) y

(1 lox)
(0,01% de

rvivencia y n
e administran
después del

rvivencia se

experimento.

Para el experimento de LTP los ratones se tratan hasta la

semana 9 cuando se utilizan para la preparacién ﬁor tajada.

\ 44
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Supervivencia

l
|
ll
11
1
1
1
l

Los ratones mutantes deficientes MeCP2 desarrqllan

|
sintomas RTT en alrededor de 4-6 semanas de edad vy mueren

l
entre 10-12 semanas (Chen et al., 2001 Nat. Genet 27 B27-

l

331). Comparamos la supervivencia de los controles de tipo

l

natural y los animales deficientes MeCP2 en grupos!| de

|

vehiculos y tratados con G-2-Mepe. La supervivencia se mide
1

semanalmente desde el inicio del tratamiento (4 semanas) % se

utiliza para producir las curvas de supervivencia de Kapﬂan—

Meier para mostrar la proporcidén de ratones que sobreviviekon

(eJe y) en cada intervalo de una semana (eje x) (véase Figura

22) .

Potenciacién a largo plazo (Electrofisiologia)
Se han reportado previamente ratones con deficiencia ide

MeCP2 que sufren de disfuncién sindptica funcional

b
|
|
|
|
|
11
|
|
|
%
|

ultraestructural, con un deterioro significativo de |[a

|

memoria dependiente del hipocampo y la potenciacidén a largo

1
plazo del hipocampo (LTP) (Ivloretti et al. The Journal of

|
Neuroscience 2006 26 (1): 319 -327). Para probar los efectods

|

del tratamiento con G-2-MEPE en la funcién sindptica en el

l

modelo de RTT comparamos el LTP del hipocampc en animalés

l

tratados con vehiculo y con G-2-Mepe a 9 semanas de edad.

l

Para ello, se mide la pendiente del fEPSP como un % de
potencial de valor inicial en las neurcnas en tajadas d%
hipocampo de ratones deficientes MeCP2 tratados con solucién

l
salina o G-2-MEPE (Figura 23).

Resultados

l
l
|
l
|
l
|
1
|
l
l
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La Figura 22 muestra que el tratamiento con G—2—Me£e
|

aumenta la supervivencia ratones con deficiencia de MeCP?.

!
Los ratones de tipo natural (linea superior) son animales Pe

l
control, y por lo tanto su supervivencia fue del 100% en cada

|

momento. Los ratones con deficiencia de MeCP2 tratados éon

|
s6lo solucién salina mueren mucho mas répidamente (linea;de

|
puntos) que los ratones de tipo natural, de tal manera gue

|

' v

por aproximadamente 11 semanas, sb6lo sobrevive el 50% de gos
!

ratcnes deficientes MeCP. En marcado contraste, sin embarpo,

inesperadamente encontramos que los ratones con deficiencia
I

de MeCP2 tratados con G-2-Mepe sobrevivieron sustancialm%nte

|

mucho més tiempo que los ratones tratados con solu?ién

|
salina. En aproximadamente 15 semanas, sobrevivieron el |50%
|

de los animales. Los datos presentados inicialmente mueskran
|
que los ratones MeCP2 se ven afectados en término# de

: I
supervivencia de tal manera que el 50 por ciento deg los

animales habian muerto en la semana 11 en el caso d% no
I

tratados. Los animales tratados con G-2-Mepe muestran mejoria
i
en la supervivencia, el 50 por ciento ha muerto a l%s 16

semanas. En este estudic, los datos de la longevid@b se
!

vieron comprometidos por procedimientos veterin#rios

|

inconsistentes, de tal -manera que los ratones muertos ho se
|

han cortado sus dientes consistentemente - un requisiko en
|
ratones MeCPZ no reconocidos en el inicio del experi¢ento.

|
Una consecuencia fue la observacién de muertes tempra?as de

. . . f
animales no relacionadas con el sindrome de j Rett
|

(particularmente en el grupo de control). El reexamen @e los

|
datos muestra que el efecto de G-2-Mepe persiste cuaFdo el

grupc de control se vuelve a ejecutar, aunque la dif%rencia
I

en los grupos sean mas pequefias (tiempo para el 50 por}ciento

|
|
I
|
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de muerte 13.5 semanas en los controles, 16 sSemanas en
animales tratados con G-2 -Mepe). No se plantearon problemas
de seguridad por el tratamiento con G-2-Mepe de ratones

mecp2.

Estos resultados demuestran que el G-2-Mepe| puede
aumentar sustancialmente la supervivencia de ratones con
deficiencia de MeCP2. Debido a que los ratones con
deficiencia de MeCP2 son predictivos de 1la patologia vy
eficacia de la terapéutica en seres humanos con sindrome de
Rett, concluimocs que la G-2-Mepe puede aumentar la duracién

de la vida de los seres humanos con sindrome de Rett.

La Figura 23 muestra los resultados de nuestros estudios

para determinar si el tratamiento con G-2-Mepe aumenta la
potenciacidén del hipocampo a largo plazo (LTP) tal éomo se
mide por la pendienté de fEPSP en animales con deficiencia de
MeCP2 en comparacién con ratones mutantes tratados con
solucidén salina. Como se muestra en la Figura 23, hemos
encontrado iﬁesperadamente que el G-2-Mepe aumeﬁta la
pendiente de fESPS en ratones deficientes de MeéP2 en

comparacién con los animales tratados con sélo solucién

salina.

Estos resultados demuestran que el G-2-Mepe puede ser
eficaz en el tratamiento de ratones con deficiencia de MeCPZ2
in vivo. Debido a qge“los ratones con deficiencia de MeCPZ2
son predictivos de la patologia y eficacia terapéutica de

seres humanos con el sindrome de Rett, llegamos|; a la

4
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conclusién de que el G-2-Mepe puede ser una terapia efectiva

|
|

para las personas con el sindrome de Rett.

Ejemplo 9: G-2-Mepe Mejora la Arborizacién Dendritica y

Aumenta la Médula Dendritica

Longitud

Evaluamos los efectos del tratamiento con G—2—M?pe en
dendritas. Los ratones MeCP2 modificados genéticFmente
transgénicos (n = 15 a 20) se admiﬂistran
intraperitonealmente con G-2-Mepe a una dosis de 20 mgdkg una
vez al dia. Después del sacrificio se examinan la densﬂdad de
médula dendritica, longitud de médula y arborizacién después
de la tincidén de Golgi después de nueve semanas, de Acuerdo
con la Tabla 1 adelante: ,

Tabla 1: Tamafio de muestra para todo los andlisis de

médula y morfoldgico de neuronas

Andlisis EDAD  Tamafio de la Tamafio de 1la
(Sema muestra (No. de muestra (promedio
nas) ratones) MACHO de numero de

neuronas o

|

dendritasjpor
animaw)

KO- KO-NNZ - KO- KF—NNZ -

vehiculo G-2MePE vehiculo @—2MePE

Neurona S 3 3 4 4
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Anédlisis de 9 3 3 10 ' 1
Morfologia de

la médula

0

Se evalta la longitud dendritica por la distancia desde

la soma de las neuronas del hipocampo CAl representativa

ratones mutantes machos mecp2 nulos de 9 semanas de

bdad

tratados con solucidén salina (3 neuronas analizadas de 3

ratones separados, n = 9) o G-2-MEPE (20 mg/kg ip 1/di

a, a

partir de 4 semanas; 3 neuronas analizadas de 3 ratones

separados, n = 9).

Hemos observado que el G-2-Mepe mejora la arborizacién

dendritica y aumenta la longitud de la médula dendritica,.

La

Figura 24 representa los resultados de este estudio., La

longitud dendritica en um (eje vertical) se grafica fren
la distancia (en um; eje horizontal) desde el soma de
células. Para células con dendritas cerca a los somas,
dendritas éon cortas. Sin embargo, como el tratamiento
solucién salina aumenta la distancia desde los s
(cuadrados abiertos) se producen longitudes dendriticas
aumentan a un maximo a una distancia de 70 um del soma

reducen a distancias més alejadas desde los somas.

te a

las

las

. con
|

oma s
que

y Sse

En

contraste, el tratamiento con G-2MePE (cuadrados rellenos)

produce dendritas mas largas sobre gran parte del rango de

distancias de los scmas.

Ejemplo 10: Tratamiento del sindrome de Rett en ratones I

Apareamiento y Genotipificacién de Ratones

™~
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Se utilizan ratones alelo nulos de linea gérminal MeCP2

(Chen et al., 2001). La genotipificacidén se llevg a cabo como

|

en Chen et al. (Chen et al., 2001).

Tratamiento con G-2-Mepe

|
|
|
|

Para las mediciones de supervivencia, el analisis de la

actividad nocturna y el andlisis de inmunoblot,, la G-2-MEPE

|
|
i
L

(sintetizada por Albany Molecular Research Inc. {(Albany, NY)
y suministrada por Neuren Pharmaceuticals Limited) se
administra diariamente a través de 1 inyecciones

intraperitoneales (20 mg/kg, vehiculo = solucidén salina, .01%
de BSA). El tratamiento comienza en P15 y se mant?ene durante
todo el cursc de los experimentos. Para los expérimentos de
fisiologia intracelular, los ratones se inyectan]diariamente
con G-2-MEPE (20 mg/kg de peso corporal, vehiculo = solucién

salina, 0.01% de BSA) durante 2 semanas, a pa%tir‘ de P15

hasta P28-P32 cuando se utilizan para la preparicién tajada

exacta. Para los experimentos de formacidn Ae imdgenes
6pticas, los ratones se inyectan con G-2-MEPE (20 mg/kg de

Q

pesc corporal, vehiculo = solucién salina, 0.01% de BSA) a

diario desde el dia de la sutura de parpado hast% el dia de

la formacién de imagen.

|
]
Preparacién de Fisiologia de Tajada ;

Las secciocnes de corona (300 um de espesor)]en 0 cerca
de la corteza sensoriomotora se cortan en <4° C ECSF en un
vibratomo. Las tajadas se incuban a 37° C durante’ZO minutocs
después de cortar, y a temperatura ambienfe durante el resto

del experimento. Las tajadas se transfiren a yna camara

Warner y se toman registros de las neuronas ﬁiramidales

|
|
|

(56
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identificadas visualmente situadas en la capa 5. El liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF) gque contiene: 126 mM de
NaCl, 25 mM de NaHCO;, 1 mM de NaHPO4, 3 mM de KCl, 2 mM de
MgS0O,, 2 mM CaCl,, y 14 mM de dextrosa, se ajusta a 315-320
mOsm y pH 7.4, y se burbujea con 95%0,/5.2% |de CO,. La
solucién de 1la pipeta intracelular contiene ;100 mM de
gluconato de potasio, 20 mM de Cl, 10 mM de HEPES, 4 mM de

MgATP, .3 mM de NaGTP, y 10 mM de Na-fosfocreatina.

Registros de células completas Intracelulare§
Las pipetas de borosilicato (3-5 MQ, WPI)1 se extraen
mediante un extractor Sutter P-80 (Sutter Instruments). Las

células se visualizan con un objetivo de inmersién en agua

40x Achroplan con o6ptica infrarroja-DIC (Zeiss) y| se detectan

con una céamara de infrarrojos (Hamamatsu) gque se proyecta a
un monitor de video. Los experimentos son impulsados por
software de andlisis de adquisicidén personalizada|y en tiempo
real ©por escrito en Matlab (Mathworks, Natick, Mass.)
utilizando un amplificador Multiclamp 700B (Axon Instruments)
conectado a un bloque 10 conector BNC-21 y unal tarjeta de
adquisicién dé doble canal serie M (National Instguments). Se
alcanza un gigasello y rotura y los registros| de células
completas se verifiqan"continuamente para los bajos niveies

de fuga vy resistencia en serie. Para cada gnabacidén, se

aplica un pulso de de ensayo 5 mV en la pinza de &oltaje ~ 10
veces para medir la entrada y resistencia en serie. Luego, en
la pinza de corriente se aplican ~10 pulsos (500 ms, 40-140
PA en incrementos de 10 Pa), para cuantificar los indices de

disparo evocados y excitabilidad celular. La resistencia de

acceso, escape, Yy la excitabilidad intrinseca celular se

i
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verifican para que sean consistentes en todos los grupos. Por

Ultimo, los EPSC espontédneos bajo pinza de voltaje a -60 'mv

se muestrean a 10 kHz y se filtran a paso bajo a 1 kHz. |El
anadlisis se realiza utilizando un paquete de softw%re
personalizado escrito en Matlab, con todos los eventos
detectados de acuerdo con umbrales automatizados y verificada
a cilegas para <cada caso de forma individual ©por el

experimentador.

Tincién de Golgi
Las muestras (<1 cm) de los ratones P28 se fijan, en
formalina al 10% y bicromato de potasio al 3% durante| 24
horas. El tejido se transfiere después a 2% de nitrato‘de
plata durante 2 dias en oscuridad a temperatura ambiente. Las

secciones de estas muestras luego se cortan a 50 um!' de

espesor en agua destilada. Las secciones correspondientes a

la corteza motora se montan en portaobjetos, se secan al qire

durante 10 minutos,  y después se deshidratan a través| de

enjuagues secuenciales de alcohol al 95%, alcohol al 10 g, y

xileno, y luego se sellan con un cubreobjetos. Las imagenes

de vuelven a adquirir en 10x (células enteras) y 100X

_(formacién de imagen de médula) utilizando un microscopio

confocal Zeiss Pascal 5 Exciter.

Formacién de Imagen Optica de Sefiales Intrinsecas

Adultos (> P60) de tipo natural (SVEV o BL6) y hembras

mutantes MeCP2 (+/-) (BL6) se utilizan para este experimento.
El grupo de control de tipo natural se compone ambos hermlnos
de camada de tipo natural de hembras MeCP2 +/- o hembras de

tipo natural SVEV de la misma edad. Mediante privacidn

\SL
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monocular, los animales son anestesiados con Avertin (0.J016
ml/g) y los parpados de un ojo se sutura durante 4 dias.
Antes de la formacidén de imagenes, se retira la sutura y el
ojo privado se reabre. Sélo los animales en el que las
suturas de privacidén estdn intactas y la condicidén del [ojo

privado aparece sano se utilizan para la sesidén de formacidn

de im&genes. Para la activacién de sefializacién del G-2-Mepe,
se inyecta una soluciédn que contiene G—Z—Mepe
intraperitonealmente (ip) diariamente durante todo el periodo

de privacién. Para las sesiones de formacién de imégenes |los

.ratones son anestesiados con uretano (1.5 g/kg; 20% de la

dosis total se adminiétra IP cada 20-30 minutos hastal el
final de dosificacidén, también se inyecta 0.02 ml| de
cloroprotixen al 1% junto con la primera la administraci?n).
El craneo se expcne y una placa hecha por encargo se pega en
la cabeza para minimizar el movimiento. El craneo se adelgaza
sobre VI cén un taladro Dremel y se cubre con una solucién de
agarosa en solucidén salina (1.5%) vy un cubreobjetos‘ de
vidrio. Durante la sesidén de formacidén de imagenes, el animal
se oxigena constantemente, su temperatura se mantiene con|una
manta de calefaccién y los ojos se tratan periddicamente|con
aceite de silicona; . las condiciones fisiolbégicas ! se
monitorean constantemente. El ratdédn anestesiado se coioca
delante de wun monitor que exhibe un estimulo periddico
presentado a uno de los ojos, monocularmente; el estimulo
consiste de una barra blanca vertical u horizontal deriyada
de las dimensiones de 9° x72°, derivacién a 9 seg/ciclo,
sobre un fondo uniformemente gris. La superficie del craneo
se ilumina con una luz roja (630 nm) y el cambiol de

luminancia se captura por una camara CCD (Cascade 512B, Roper

\G3
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Scientific) a razdén de 15 cuadros/seg durante cada sesidén de
estimulo de 25 minutos. Un filtro temporal de pasc alto (135
cuadros) se emplea para eliminar el ruido de sefial lenta,
después de lo cual la sefial se procesa en ordenador an el
fin de extraer, en cada pixel, el componente TransformaLa de
rdpida de Fourier “fémporal (FFT) correspondiente L la
frecuencia del estimulo. La amplitud de FFT se utilizalpara
medir la fuerza de la respuesta visual evocada a cada_oj . El
indice de dominancia ocular se deriva de la respuesta del cada
ojo (R) en cada pixel como ODI = (Rcontra-Ripsi)/(Rcontra +
Ripsi). La zona binocular se define como la regidén activada
por la estimulacidén del ojo ipsilateral al hemisferio fO{mado

en imagen.

Mediciones del Ritmo Cardiaco
‘ 1
Se mide el tiempo de la frecuencia de pulso car#iaco
real utilizando un sensor de pinza de cola (oximetro de ratédn

O0X - Oakmont, PA). Los ratones no son anestesiados |pero

fisicamente se refrenan en un tubo de pléastico ab%erto
equipado. Antes de la sesidén de grabacidédn se coloca el Fubo
durante la noche en 1las jaulas que alojan los animaleT de
experimentacidén para permitir la habituacién. La temperatura
corporal se mantiene a ~82-84° C durante todo el tiempo de
grabacién. Grabamos 3 ensayos de 1 5 minutos para cada ratdn,

los ratones tienen 8 semanas de edad y se tratan con vehi&ulo

0 G-2-Mepe desde P1l5.

Mediciones de Actividad Nocturna
La actividad motora esponté&nea se mide a utilizar luna

camara de vigilancia de movimiento activada con haz| de

(34
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infrarrojos (Opto-Varimax-MINIA; Columbus Instruments,
Columbus, Ohio). Para cada experimento, un ratén se coloca en

la camara por lo menos 3 h antes de que empiecen| los
registros. El movimientc se monitorea durante el ciclo de
oscuridad de 12 h normal (7 p.m.-7 a.m.). Se recolecta un

ciclo de oscuridad por animal por punto de tiempo.

Resultados

Para probar si el tratamiento con G-2-Mepe tendré
impacto en el desarréllo de las caracteristicas cardinales de
la enfermedad de RTT, a animales mutantes de 2 semanas de
edad se les dan diariamente inyecciones intra-peritoneales
durante el curso de su vida util. Las mediciones dé la
fisiologia sinaptica, composicién molecular sindptica, y la
plasticidad cortical luego se adquirieron como se detalia a
continuacidén, Jjunto con las mediciones relacionadas con la

salud tales como el ritmo cardiaco, niveles de actividad

locomotora, y vida util.

Efectos de la G-2-Mepe en 1la Fisiologia SinéptiCﬁ de
Ratones MeCP2 Mutantes

Los estudios recientes han informado de que las neuronas
a través de multiples regiones del cerebro de ratones Me#P2—
/y muestran una profunda reduccidén en la actividad esponténea
(Chang et al., 2006;. Chao et al., 2007; Dani et al., 20@5;.
Nelson et al., 2000) ‘un fenotipo que es rescatado por| la
sobre expresidén de BDNF (Chang et al., 2006). Del mismo modo,
se ha demostrado que la aplicacién aguda de un derivado| de
IGF-1 eleva amplitudes de corriente excitaddras

o

postsindpticas evocadas (EPSC) en un 40% en cultivos' de

155
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hipocampo de rata (Ramsey et al., 2005; Xing et al.,32007).
Para probar la eficacia de la G-2-MEPE en el rescaée del
fenotipo fisiolébgico MeCP2-/y, adquirimos registros de
células completas intracelulares en tajadas exactas de
cerebro, medimos la unidad sindptica excitadora (amplitud vy
frecuencia EPSC espontdnea) en neuronas corticales de la capa
5. Aqui, los EPSC registrados de animales -/y se rneducen
significativamente en comparacién con EPSC medidos en los
animales de tipo natural. La tendencia se revierte
parcialmente en EPSCs grabados de animales MeCP2-/y tratados
con G-2-Mepe, que son significativamente mayores en anmplitud
que los EPSCs de ratones MeCP2-/y tratados con vehiculo.
Estas diferencias también se observan cuando se promedian

través de las células. A través de estas medidas, la

resistencia al acceso, escape, y la excitabilidad intrinseca

celular también se verifican para que sean consistentes en
todos 1los grupos. Los intervalos EPSC de cuantificacién
también muestran un 1ligero aumento en el intervalo| entre
eventos EPSC (reduccidén de 1la frecuencia EPSC) entre 1los
animales de tipo natural y Mecp2/y (P = 0.04, prueba de
Kolmogorov-Smirnov). Nuestros resultados por lo tanto indican

que la reduccidn de la conduccidn sinaptica excitadora |en las

células corticales de ratones MeCP2-/y, y su rescate parcial

tras el tratamiento con G-2-MEPE, se deben en parte} a un

cambio en la amplitud EPSC como consecuencia de un cambio en
{

. . . [ . .
la fuerza de las sinapsis que median la transmisidn

excitadora en esta regién.

Tratamiento de G-2-Mepe Estimula la Maduracién de Médula

Cortical
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Utilizamos la tincién de Golgi para marcar las n

escasamente y con claridad,

euronas

y la aplicamos en formacién de

imagen confocal de alta resolucidén para medir la densidad de

la médula dendritica y la morfologia de las células ma
lo que restringe el andlisis a las neuronas piramidale
capa 5 en las secciones de la corteza motora de los
(P28).

en periodo critico

Mientras que la formacidén de
magnificacidén delinea claramente el alcance de las de

de las células piramidales utilizamos mayores magnific

para contar los contactos sinapticos y determinar 1la

morfolégica de cada médula. Clasificamos médulas como

y bulbosa (“hongo”, M), cortas y regordeta

corta y delgada (“delgada”, T) o con filopodios

comparacién de la densidad de las médulas por rama de

muestra una tendencia a la disminucidén de la densidad

médula en las neuronas en modificadas genéticamente

imagen de

(“regordeta:

rcadas,
s de la

ratones

baja
ndritas
aciones
clase

grande

Y, 8),

(F). La

unidad

de 1la

que se

mejora en gran medida.en las modificadas genéticamente con

tratamiento.

En conjunto,

déficit en el numero y el estado de maduracién

P
i

estos resultados indican el potendial de

de 1los

contactos dendriticos en células modificadas para apoyar los

defectos funcionales en la transmisién excitadora,

de una

manera que se pueda tratar después de la administracidén de G-

2-MEPE.

La plasticidad de dominancia ocular (OD) en

MeCP2 +/- Adulto se reduce por G-2-Mepe

N

ratones

G
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Los cambios del desarrollo en plasticidad OD se

controlan en parte por la activacién de la ruta IGF-1,
administracién de (1 -3) IGF-1 puede reducir la plasti
OD de tipo natural en ratones jévenes (Tropea et al., 2

Nosotros por lo tanto, probamcs si el tratamiento con

y la
cidad

006) .

G-2~-

Mepe puede estabilizar la plasticidad OD prolongada observada

en mutantes MeCP2 adultos. Ratones MeCP2 +/- hembra, P60 o

mas, se privan monocularmente durante 4 dias y se t

simultédneamente con el G-2-Mepe. El tratamiento con G-2

ratan

-~Mepe

reduce la plasticidad OD en ratones Mecp2+/- privados, lo que

indica que, efectivamente, G-2-Mepe puede inducir rapidamente

a la estabilizacidén de sinapsis o maduracidn.

La bradicardia en Ratones MeCP2-/y se trata mediani
2-Mepe

Ademas de examinar la eficacia de 1la G-2-Mepe
mejorar los sintomas neurofisiolégicos, tratémos;

caracterizar sus efectos en la salud general del organ

te G-

para

de

ismo.

La evidencia clinica y experimental muestra disfunciones del

sistema autondmico tales como ritmos respiratorios labiles y

tono wvagal cardiaco reducido de valor inicial en pacientes

con Sindrome de Rett (Julu et al., 2001). Un pobre contrbl de

los mecanismos de retroalimentacién que regulan

la

homeostasis de la presién arterial a través del sistema

simpatico, por ejemplo disminucién inducida por;

la

hiperventilacién de la frecuencia cardiaca, es comun en los

pacientes con Sindrome de Rett y puede provocar arritmias

cardiacas potencialmente mortales (Acampa and Guideri, R006;

Julu et al ., 2001).

o]
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La patogenia de la disautonomia cardiaca, aungue no se
entiende Dbien, sugiere que las conexiones neurdnales
inmaduras en el tronco cerebral podrian ser la causa. Para
examinar anomalias del ritmo cardiaco en ratones Mecp2-/y vy

el efecto del tratamiento con G-2-Mepe, se monitorea la

frecuencia del pulso cardiaco en tiempo real en animales de
tipo natural y MECP2/y-sin anestesia tratados con vehiculo o
G-2-Mepe. Los ratones de tipo natural exhiben una
distribucién regular de las mediciones del ritmo cardiaco
centrada cerca de 750 latidos por minuto. En contraste, los
ratones MeCP2-/y muestran un ritmo cardiaco mas irregular con
un indice promedio mé&s bajo, la ocurrencia de que se ﬁeduce

significativamente luego del tratamiento con G-2-MEPE.

La administracién de G-2-Mepe mejora la actividad
locomotriz y Duracién de la vida
Los ratones MeCP2-/y desarrollan sintomas de Rett-que
empiezan a las 4-6 semanas de edad cuandoc progresivamente se

vuelven letdrgicos, desarrollan ataxia de marcha y |mueren

entre 10 y 12 semanas de edad (Chen et al., 2001). La
actividad locomotora de valor inicial también se regisitra en
ratones después de 6 semanas por contar los eventos de cruce
de haz de infrarrojos nocturnos dentro de un area enjéulada.
Los ratones MeCP2 modificados genéticamente (O) exhiben
niveles de actividad locomotora marcadamente reducidos en
comparacién con los ratones de tipo natural (WT), pero el

tratamiento con G-2-Mepe (OT) eleva los niveles.

Por ultimo, en comparacidén con compafieros de |camada

MeCP2 KO, los ratones MeCP2-/y tratados con G-2-Mepe también

(29
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‘un aumento

|
en la el indice de probabilidad de supervivencia O.b).

También medimos el efecto del tratamiento COP G-2-Mepe

muestran un aumento ~50% en la esperanza de vida

sobre el tamafio de soma neﬁronal en el hipocampo. ﬂos ratones
son tratados con G-2-MEPE como se ha descrito anJeriormente
para la actividad 1locomotora. El tamafio del so¢a en las
neuronas en la regidén CA3 del hipocampo se ve dete&iorado de
manera significativa en animales MeCP2 KO con relaéién a los
animales de tipo natural. El tratamiento con G—2—Me$e aumenta
el tamafic medio del soma en los animales KO, pero &iene poco
o ningun efecto séb;e” el tamafioc soma en animales de tipo
natural. ‘ t

|

|

Ejemplo 11l: Efecto de G-2-Mepe Oral sobre la Supervivencia en

|

el Sindrome de Rett en Ratones l

|

Debido a que el sindrome de Rett es un trastorno crénico
y debilitante que implica 1la pérdida de 1las habilidades

motoras, es conveniente tratar el sindrome de Pett con

preparaciones administradas facilmente. Para ello,l podemos

aprovechar 1las propiedades terapéuticas vy farmaco%inéticas

inesperadamente benéficas de los compuestos G-2-Mepe vy

compuestos relaciocnados (Patente Estadounidense Nos. 7,041, 3

l
14, 7,605, 177, 1,714, 070. 7,863,309 \% %olicitud

Estadounidense Nos. 1 1/315,784 y 12/903,844).

Por lo tanto, administramos G-2-Mepe por via, oral a

ratones con deficiencia de MeCP2Z2 como se describé en US

|

2009/0074865. Brevemente, una solucidn acuosa, una emulsién

|

de agua-en-aceite (micro-emulsién, emulsidén gruesa o de

|
|
|
|

60
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cristal liquido),

cantidad farmacéuticamente efectiva de G-2-MEPE

mg/kg por animal) se administra diariamente. En el

animales con deficiencia de MeCP2, administramos

suero, y los animales de tipo natural se wutil

obtener datos de referencia similar al disefic de lo
descritos en el Ejemplo 8.
la

En los animales de tipo natural,

supervivencia

0 una composicién de gel que contiene una

(20 o 80
control de
solamente

izan para

s estudios

se

define como el 100% en cada punto de tiempo. En Anﬁmales con

deficiencia de MeCP2, la supervivencia S

sustancialmente. Sin embargo, después de la admi

oral de G-2-Mepe a ratones con deficiencia de

supervivencia se incrementa sustancialmente.

Ejemplo 12: Efecto del G-2MePE en la Actividad Con
el sindrome de Rett en Ratones

Debido a que las convulsiones son  pr

peligrosas y dificiles para tratar aspectos del S:

S reduce
nistracién

MeCP2, 1la

vulsiva en

ominentes,

1ndrome de

Rett, determinamos los efectos del G-2MePE de actividad de

convulsidén en animales con deficiencia de MeCP2. EIl G-2-Mepe
puede ser efectivo en el tratamiento de la | actividad
convulsiva en los animales con enfermedad neurodegenerativa
(Patente Estadounidense No. 7,714,020). Por lo tanto,
llevamos a cabo experimentos para determinar si el G-2-Mepe
también puede tratar las convulsiones en ratones con

deficiencia de MeCP2: -

Los registros electroencefalograficos de ratones de tipo

4
natural y ratones con deficiencia de MeCP2 tratados con
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solucidén salina o G-2-Mepe se obtienen utilizando los métodos

descritos en la Patente Estadounidense No. 7,714,020.

Encontramos que el G-2MePE puede ser efectivo| en la

disminucién de ambas crisis motoras y convulsiones no

convulsivas.

Conclusiones

Sobre la base de nuestros estudios in vivo e in %itro en

'

. .. . | ‘.
animales con deficiencia de MeCP2, llegamos a la co$c1u51on

gque el G-2-Mepe puede ser una terapia efectiva ﬁara el

tratamiento de seres humanos con el Sindrome de Re]’tt. Por
otra parte, debido a que el G-2-MEPE tiene inesper%damente
vida media ma&s larga que un compuesto que se |produce
naturalmente ((1 -3) IGF-1; glicil—prolil—glutamato‘ o GPE)
(Figura 21), llegamos a la conclusién de que el uso de G-2 -

. . , |
Mepe tiene ventajas claras y sustanciales con respecto a

otros agentes farmacoldgicos, que incluyen GPE.

Por ejemplo, el G-2-Mepe no es degradado por las células
gastrointestinales, es absorbido por las células
gastrointestinales, y es activo en el sistema Inervioso
central después de administracidén oral (Wen et al., Jolicitud
Estadounidense No. 12/283,684; U.S. 2009/0074865,| Patente

Estadounidense No. 7,887,839, que se incorpora completamente

aqui mediante referencia), por lo tanto,el G-2MePE no
necesita ser suministrado por via intravenosa, subcutéanea,
intraventricular, o parenteral. De hecho, las formilaciones

orales que comprenden micro-emulsiones, emulsiones(gruesas,

t
f
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preparaciones de cristal liquido, nanocapsulas e hid

se pueden utilizar en 1la fabricacidén de prepar

administradas por via oral tales como comprimidos, céap

geles que pueden = mejorar la funcién neurolédgica

tratamiento de condiciones neurodegenerativas (

Estadounidense No. 7,887,839). Los compuestos

invencién se pueden utilizar en situaciones en las

funcionamiento motor de un paciente es inferior al ne

rogeles
aciones
sulas y

y el

Patente

de esta

que el

cesario

para tragar un comprimido o capsula. Hay varios tipos de

geles solubles para la administracidén oral de compueétos, y

estos pueden ser utilizados para suministrar un compuesto ©

composicidén de esta invencidén a un paciente. Debido a

puede administrar facilmente el G-2-Mepe por via oraz

efectivo por esta via en el tratamiento de tra

neurodegenerativos, que incluyen el sindrome de

llegamos a la conclusién de que el G-2-Mepe pue

conveniente y beneficioso para la terapia a largo pl

los pacientes con el sindrome de Rett.

Adicionalmente, debido que el sindrome de Rett ¢

caracteristicas «clave con otros trastornos del e

autista, los compuestos de esta invencién pueden ser

para proporcionar un beneficio terapéutico a animal
tienen otro ASD, y en humanos con autismo, Sindry
Asperger, Trastorno.. Desintegrativo de la Infanc

Trastorno Generalizado Del Desarrollo - No Especific

NOS) .

que se
1l y - es
stornos

Rett,
de ser

lazo de

cmparte
spectro
utiles
es que
ome de
ia, Y

5 (PDD-

Ejemplo 13: Tratamiento de los ASD

\&3
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Modelo de Ratén con Deficiencia de Shank3
Los ratones con deficiencia de Shank3 se utilizan en el
estudio como un modelo de sindrome de supresién| 22gl3

asociado con ASD.

El sindrome de supresién 22gl3 se ha relacionado con
supresiones o mutaciones en el gen Shank3 (Bonaglia |et al,
2006). Los cbébdigos del gen Shank3 para una proteina de
andamiaje maestro QQemforma la estructura principal len las
sinapsis glutamatérgicas (Boeckers et al, 2006). E1l Shank3 es
una parte crucial del nucleo de la densidad postsindptica
(PSD) y recluta a muchos de los elementoé funcionales clave
para el PSD y para la sinapsis, que incluyen los componentes
del acido a—-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico
(AMPA), receptores de glutamato metabotrdpico (mGlu), y
glutamato N-metil-D-aspartico (NMDA), asi como los elementos
del citoesqueleto. Estudios recientes que exploran el |indice
de supresiones 22gl3 /mutaciones Shank3 sugieren que la

haploinsuficiencia = de . Shank3 puede provocar una | forma

monogénica de ASD con una frecuencia de 0.5% a 1% ]de los
casos con ASD (Durand et al, 2007; Moessner et al, 2007;

Gauthier et al, 2008).

La generacién del modelo de ratdén con la expresiodn
alterada de Shank3 de longitud completa se ha déécrito
previamente en la técnica (Bozdagi et al., Molecular [Autism
2010, 1: 15, p4). Brevemente, se utilizan citoblastos
embrionarios Bruce4 C57BL/6 para generar una estirpe de ratdn
que tenga sitios loxP insertados antes del exén 4 y el exdn

9. El1 alelo floxed se divide y se mantiene una estinpe con
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una supresién de los exones 4 a 9, es decir, una supresidn

completa de los dominios de anquirina repetidos de Shank3. se

produce ratones de tipo natural (+/+), heterocigotos

(_/_)I

modificados genéticamente

de cruces heterocigotos-heterocigotos. Una reduccién

de la longitud completa de ARNm Shank3 se confirmg
heterocigotos

proteina Shank3 inmunotransferencia con

(por

Shank3 N69/46).

(+/-) vy

con frecuencias mendelianas

del 50%

en 1los

(gPCR), asi como una expresién reddcida de

anticuerpo

Los ratones heterocigotos generados por el cruce de los
ratones de tipo natural con heterocigotos se utilizan| en este
ejemplo para el mejor modelo de haploinsuficiencia de| Shank3,
responsable de sindrome de supresién 22gl3.

Métodos

Tratamiento con Farmacos

Se dividen ratones de 1 a 3 meses de edad, de tipo
natural y heterocigotos en 4 grupos de tratamientio: tipo
natural tratados con placebo, grupoc tratado con placebo, y

dos grupos tratados G-2-Mepe con deficiencia de Shank3. A los

animales se les da un placebo (agua)

Mepe en agua administrada por via oral, b.i.d. dur

dias. El1 G-2-MEPE se administra en dos dosis: 15 o 60

Metodologia

o se les formula G-2-

ante 14

mg/kg.

Una descripcién detallada de la metodologia sé puede

encontrar en Bozdagi et al. (Molecular Autism 2010. 1:

15).
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Analisis De Comportamiento

Las evaluaciones de comportamiento se hacen en| varios
puntos de tiempo, e incluyen el analisis de interacciones
sociales y la comunicacién social, por ultrasonido, de
acuerdo con la metodologia descrita por Bozdagi et | al. En
pocas palabras, se evalian las interacciones sociales entre
machos y hembras eﬁ”céda grupo de tratamiento. Los |sujetos
machos se alojan en grupo, y se prueban individualmente en
jaulas limpias con arena limpia. Cada sesidén de prueba dura 5

min. Cada uno de los ratones sometidos estd emparejjado con

una hembra diferente C57BL/6J estro desconocida. Una camara
de circuito cerrado de televisién digital (Paﬁasonic,
Secaucus, NJ, EE.UU.) se coloca horizontalmente a 30 dm de la
jaula. Un ndcréfono ultrasénicc {cépsula de condensgdor de
micréfono Avisoft UltraSoundGate CM 15; biocacustica Avisoft,
Berlin, Alemania) se monta 20 cm por encima de la jaula. La
frecuencia de muestreo .para el micréfono es de 250 kHz, y la
resolucién es de 16 bits. Mientras que el equipo utilizado no
puede distinguir entre las llamadas emitidas por el| sujeto
masculino y 1la pareja femenina, la preponderancia |de las

llamadas durante las interacciones macho-hembra en ratlones se

_emite por lo general por el macho. Todo el aparato esta

contenido en una camara de atenuacidén del sonido del ambiente
(ENV-018V; Med Associlates, St. Albans, VT, EE.UU.) iluminada

por una sola luz roja 25 vatios. Los videos de los |sujetos

masculinos son posteriormente calificados por un investigador
desinformado del genotipo del sujeto y el grupo de
tratamiento en las medidas de olfateado nariz a nariz,

olfateado nariz a anogenital y olfateado de otras regiones

del cuerpo, utilizando el software Observador Noldus uNoldus
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Information Techndioéy, Leeéburg, VA, EE.UU.V. las
vocalizaciones ultrasdnicas se identifican manualm?nte por
dos investigadores altamente capacitados cegado$ a la
informacién del grupo de genotipo/tratamiento . y las
estadisticas de resumen se calculan utilizando élj paguete

Avisoft. La confiabilidad es del 95%. Los datos se analizan

.mediante una prueba de t de Student no pareada para datos

independientes. ' j

Se realizan pruebas de habituacién/deshagituacién
olfativa en ratones. machos y hembras de cada grupo. La
metodologia es como se describe previamente (Silverman et al

201. Yang et al 2009 y Silverman et al 2010). Los Flores no

soclales y socilales se presentan en una serie de hﬁsopos de
algoddén insertados en la jaula de alojamiento en Jecuencia,

cada uno por 2 min, en el siguiente orden: agua, agua, agua

|

(agua destilada), almendra, almendra, almendras (1: 100 de
dilucién extracto de almendra); platano, platano, platano (1:
100 dilucidén saborizante artificial de platano); s?ciales 1,

sociales 1, sociales 1 (palpado del fondo de unajjaula que
aloja un ratén B6 desconocido emparejado por sexo)i y social
2, social 2, sociéi 2, (palpado del fondo de un segundo
alojamiento que aloja un grupo diferente de ratones no
familiares 129/SvImJ emparejados por sexo). Se lleTan a cabo
mediciones repetidas de una via ANOVA dentro de cad% grupo de
tratamiento para cada conjunto de eventos de habituacién Y

cada evento de deshabituacidén, seguido de un prueba post hoc

de Tukey.

Electrofisiologia de Tajada de Hipocampo

16D
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Post-mortem, tajadas de hipocampo agudas

preparan a partir de ratones wutilizando un cor

tejidos. Las tajadas se mantienen y 1los

llevan a cabo a 32° C. Las lé&minas se sometieron a

con solucidén de Ringer que contiene (en mM): NaCl, 1

2.5; MgSOQOs, 1.3; NaH,PO4, 1.0; NaHCOs3;, 26.2;

(350 upm) se

tador de

experimentos se

perfusién

25.0; C1,

CaCl,, 2.5;

glucosa, 11.0.

95% de 0,/5% de CO;, a 32° C, durante los
extracelulares (solucidén de electrodo: NaCl3 M). La

se mantuvieron durante 1 hora antes de establecer un

La solucidén de Ringer se hace burbpjear con

registros
s tajadas

valor de

referencia de campos potenciales postsindpticos excitadores

(fEPSPs) grabados de estrato radiado en el A&rea

evocados por la estimulacién de las fibras

colateral comisurales de Schaffer

con electrodos tungSEeno bipolares colocados en el

La prueba de intensidad del estimulo se ajusta para

fEPSPs con amplitudes que son 1la mitad de la

maxima. La pendiente inicial EPSP (mV/ms) se

de CA1l,

aferentes

(100 us pulsos cada 30 s)

adrea CA3.
obtener

respuesta

detlermina a

partir de la forma de onda promedio de cuatro r

consecutivas. Las curvas de entrada-salida

al graficar la pendiente fEPSP versus la amplitud de

(I/0) se

espuestas
|
generan

descarga

2+

de fibra en Mg bajo (0.1 m) de solucién.

Las relaciones IO

mediadas por el receptor NMDA y mediadas por el receﬁtor AMPA

se miden en presencia de antagonistas de 1los receptores
ionotropicoes de  glutamato: APV acido 2-amino-2-
fosfonopentanoico (50 pM) y 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-

diona CNQX (100 uM). Las respuestas de pulsos emparéjados se

miden con intervalos interestimulo de 10 a 200

expresan como la relacidén de 1las respuestas

ms,

|

y se

promedio al

&7
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segundo impulso de estimulacidén hacia el primer

estimulacién.

La LTP se induce vya sea por un

frecuencia (cuatro trenes de 100 Hz, 1 s

separado por 5 min), o por estimulacidén de te
(TBS) (10 descargas de cuatro pulsos a 100 Hz

200 ms), o por una sola estimulacidén delQ0
control y los ratones genéticamenté modificados. P
depresién a largo piééo (LTD), las colaterales
son estimuladas por una baja frecuencia de pulsos
de estimulo de baja frecuencia
minutos)
Los datos se expresan como la media + desviacién
los andlisis estadisticos se realizan mediante ana
(ANOVA) con la si

varianza o prueba t de student,

fijada en un nivel de 0.05.
Resultados

Comportamiento

La duracidén acumulativa del olfateado social

los sujetos de prueba macho es menor en el

deficiencia de Shank3 tratado con placebo que en
Adicionalmente

tipo natural tratado con placebo.

numero de vocalizaciones ultrasénicas

estimuldb de

Hz,

(900 pulsos a 1 Hz|

son emitidas

impulso de

alta

de estimulacién

ta-descarga

separados por

para el

\

ara inducir

de Schaffer

emparejados

durante 15

para inducir LTD dependiente del receptcr de mGlu.

estandar, y
lisis de la

gnificacidn

total por

grupo con
el grupo de

, un menor

por el

grupo con deficiencia de Shank3 tratado con placebo que por

los controles de tipo natural durante las 1in

sociales entre machos y hembras.

teracciones

\&64
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El tratamiento con G-2-MEPE en los dos grupos res&lta en
un aumento significativo en la duracidén acumulada deﬂ total
de olfateado social en comparacién con el gru?o con
deficiencia de Shank3 tratado con placebo. Por otra~parte,
los grupos tratados con G-2-Mepe muestran un aumento del
numero de vocalizaciones ultrasdénicas que el grupo ]tratado

con placebo mutante. ‘

|
En el estudio de habituacién/deshabituacién olfaina, la
intencién para confirmar gque los ratones son capéces de
detectar las feromonas sociales, todos los 4 gruposlexhiben
niveles normales de habituacién (indicado por la dis¢inucién
del tiempb pasado en oler la secuencia de los tres ndsmos

olores), vy la deshabituacién esperada (indicada

aumento de estado en olfatear los olores diferentes).

Electrofisiologia

La grafica de la pendiente de campo de ﬂotencial
excitador postsindptico (fEPSP) versus la intenJidad de
estimulo demuestra una reduccidédn en las curvas de I(O en el
grupo tratado con placebo versus el grupo de controh. En el
grupo tratadoc con placebo heterocigoto también se observa una
disminucidén de 1los potenciales de campo mediadosj por el
receptor AMPA, que se refleja en una disminucidn dJl 50% en
la pendiente promedio de la funcidén I/0 en comparacion con el
grupo de control de tipo natural. En contraste, ?uando se
analiza la relacién I/00 en la presencia del antago$ista del
receptor kainato/AMPA competitivo CNQX para medir la funcién
del receptor de NMDA sindptico, no hay diferenciajentre el

tipo natural y los grupo heterocigotos tratados conjplacebo.
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Estos resultados indican que hay una reduccién espe&ifica de
transmisién basal mediada por el receptor AMPA en lols ratones
heterocigotos Shank3. (
|

El tratamiento con G-2-MEPE en amb04 - grupos
heterocigotos normaliza los potenciales de campo me%iadas por
el receptor AMPA y}proyoca un aumento de la pendignte media
de la funcién de I/0 en comparacidn con el grupo t%atado con
placebo. ;
|
El mantenimiento de la LTP en el grupoc con ﬁeficiencia

de Shank3 tratado con placebo se deteriora clafamente en

|

comparacién con el control de tipo natural. Las ﬂruebas TBS

para LTP (10 descargas de cuatro pulsos a 100 HZ separados

por 200 ms) también muestran una disminucién significativa en

I

la potenciacidén 60 min después del TBS en el( grupo con
deficiencia de Shank3 tratado con placebo. En contraste con

la plasticidad sinégptica alterada observada con LTP, la

depresién a largo plazo (LTD) no se cambia signif%cativamente

en el grupo mutante. |
|
El tratamiento con G-2-Mepe aumenta la pot%nciacién a

largo plazo del hipocampo (LTP) vy su mantenimiento en el
I

grupo en comparacién con el grupo con deficiencia de Shank3

tratado con placebo.

Discusién

|
|
|
|
|
|

La competencia social deficiente y conductaq repetitivas
o I
[

son las caracteristicas comunes y las medidas de diagndstico

claves de todas las formas de ASD. El desarrcllo intelectual

J
|
|
|
|
|
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retardado y las habilidades de lenguaje subdesarrollada
también una caracteristica comin presente en todos los

excluyendo el sindrome de Asperger.

Los modelos animales descritos anteriormente han
aceptados en la técnica ya que demuestran sintomas simi

a las condiciones <c¢linicas humanas. Todos los md

S sSon

ASD,

sido
lares

delos

mutantes mencionados anteriormente (NLGN3, NLGN4, CADM 1,

NRXN 1, FMR1, Shank3) exhiben habilidades socilales

deterioradas o aumentc de la ansiedad social. La transmisidén

excitadora reducida en el hipocampo se ha identificado en

modelos animales mutantes NRXN1, Shank3, MeCP2 y FMRI1.

En 1la

actualidad no se han descrito modelos poligénicos o

multifactoriales de ASD. Los modelos animales descritos

anteriormente, sobre la base de defectos genéticos que so

concodiso por producir ASD en la poblacién humana,

proporcionan la mejor oportunidad para poner a pruepa la

eficacia de las terapias ASD.

Por lo tanto 1la eficacia de la G-2-MEPE en mpdelos

animales de ASD es razonablemente predictiva de la eficacia

en un sujeto humano que sufre de ASD.

Ejemplo 1l4: El1 Tratamiento G-2-Mepe Cambia la Morfologia de

las Neuronas en un Modelo Humano in vitro del Sindrome de

Rett

Para probar los efectos de la G-2-Mepe en la morfologia

neuronal, hemos utilizado un modelo in vitro de RTT des

en Marchetto et al., Un modelo para el desarrollo neural

crito

y el

2
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tratamiento del sindrome de Rett con citoblqstos

I
pluripotentes inducidos humanos, Cell 143:527-539 (2010) | (que
l

incluyen informacién complementaria). El modelo utiliza 1los

|

citoblastos pluripotentes inducidos (1PSCs) generad?s a
partir de fibroblastos de pacientes RTT humanos que l?evan

diferentes mutaciones MeCP2.

i
|
I
I
I
Métodos |
I
|
I

Cultivo de Células e Infeccidén por Retrovirus H

l

Fibroblastos RTT (que llevan a 4 mutafiones
MeCP2distintas) y fibroblastos de control se generan a partir
i

de explantes de biopsias dérmicas. El shRNA contra el

|

objetivo gen MeCP2 se clona en el vector de lentjivirus
|

LentilLox3.7 (como se describe en Marchetto et al.). Los

|

fibroblastos estan infectados con vectores retroviraFes de

reprogramacién (Sox2, Octd, c-Myc y 1f4). Dos dias deséués de
[
la infeccidén, los fibroblastos se colocan en pla%as en

fibroblastos embrionarios de ratdén inactivados mitétipamente

con medio hESC. Después de 2 semanas, las colonias IPSC que
I

emergen del fondo de los fibroblastos se recogen manualmente

I

y se transfieren a condiciones 1libres de alimentddor en
placas recubiertas con gel de matriz (BD) utilizandﬁ medios

de cultivo de citoblastos embrionarios mTeSR™ (St%m Cell

|

Technologies) y se pasan manualmente. Los perf%les de
expresidén génica de los clones generados se miden ut#lizando

matrices de genoma humano Affymetrix Gene Chip™ para
|

confirmar que la reprogramacién se realiza correctamente.

I

Diferenciacién Neural: NPCs y neuronas maduras

1
!
|
-
!
|
1
(

\33
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los

|
I
I
I
I
I
|
!!
|
(

Para obtener células progenitoras neuronales (CPN),

cuerpos embrioides (EB) se forman por disociacién mecénid

Ia de

l
grupos de células y plateados en placas de baja adherencia en
!

medio de citoblastos sin FGF2 durante 5-7 dias. Despuds de
I

eso, el EBS se coloca en placas recubiertas de éoli—
. «

|
ornitina/laminina en medio DMEM/F12 mas N, (suplemento @ibre

!

de suero para el crecimiento y expresién de 1las céllulas

postmitdéticas). Las rosetas resultantes se recogen desqus de

7 dias y se disocian con acutasa y se colocan en élacas

recubiertas con medios NPC (DMEM/F12; 0.5X N2; 0.5X b27 Y

I
FGF2). Las poblaciones homogéneas de NPC se alcanzan deéspués

!

de 1 -2 pasos con acutasa en la misma condicién. Para o%tener
las neuronas maduras, se trata flotacién de EBS con # uM o

dcido retinoico durante 3 semanas (dando el tiempo total de
|

diferenciacién de 4 semanas). Los EBs maduros se disocilan con

(

papaina y DNAsa durante 1 h a 37° C y se colocan enlplacas
I
recubiertas de poli-ornitina/laminita en medio NPC sin [FGF2.

I

Tratamiento con G-2-Mepe

I
I
(
|
Los cultivos neuronales RTT son tratados con G—Z—MEPE (1
l
nM-10 pM) durante 1 semana.
l

|
|
Inmunocitoquimica y Cuantificacién de la Monologia
f
Neuronal 1
!
Las células se fijan en paraformaldehido al 4% y se

I

permeabilizan con 0.5% de Triton X-100 en PBS. Las}células

luego se bloquean en PBS que contiene 0.5% de Triton%X 100 y
5% de suero de burro durante 1 h a temperatura ambiente. Las
|

sefiales fluorescentes se detectan utilizando un midroscopio
!

invertido Zeiss y las imAgenes se procesan con Photo%hop CS3.

l
|
|
|
|

\34
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1l

l‘

|

!
|
|
\
|
\
|
|
\

Se utilizan los siguientes anticuerpos primarilos: TRA-1 -60.

TRA-1 -81 (1: 100), Nanog y Lin28 (1:500), Nesthna humana (1:

|
[

100), Tuj-1 (1:500), Map2 (1: 100); meCP2 (14 1000; VGLUT1
\

(1:200), Psd95 (1:500), GFP (1:200), Soxl (1:2%0),
(1:200) y me3H3 27 (1:500). El1 tamafio del soﬁa celular se

Mushasi 1

mide mediante el software adecuado (por ejemplo Imaged)

. . . . .y | . .
después de la identificacién de las neurocnas que utilizan la

|
|

Syn::EGFP™. La morfologia de las dendritas neuronales y las
|

|
médulas

. sz s by -
se estudian desde una proyeccién 1n91v1dual de

1
\
secciones Opticas de z-pilas y se escanea en incrementos de

\
\

0.5um que se correlacionan con la resoluciébn valbrada en el
\
plano z. Cada seccién oéptica es el resultado de 3| escaneos a

|
|

500 LPS sequido de filtrado de Kalman. Para la cuabtificacién

1
. . . !
de sinapsis, las imagenes son tomadas por una etapa z de 1 um
' \
U \
utilizando microscopio confocal Biorad radiance™| 2100.

\

cuantificacién de sinapsis se hace cegada al genotipo. Sdélo
\

La

\
se cuentan los VGLUT1 que puntean a lo largo de lo# procesos
\
1
La significancia estadistica se prueba

\

\
y prueba poste#iormente
\

positivos a MapZ.

utilizando ANOVA de 2 vias

Bonferroni.

|

\

\

\

\

‘\

Formacion de Imagen de calcio \
\

\
Las redes neuronales derivadas de 1iPSCs humanos se

|

|
. . . | . .
infectan con el vector lentiviral que lleva la cons@rucc1on

\
reportera Syn: DsRed. Los cultivos de células se la%an dos
: i

|
veces con regulador de HEPES kreb estéril (KHB) y se lincuban

|
con 2-5 pM de Fluo-4AM™ (Molecular Probes/Invitrogen,
i

1

Carlsbad, CA) en KHB durante 40 minutos a temp%ratura
\
|

ambiente. El exceso de tinte se elimina al lavar dos| veces
e
' \

con KHB, y se realiza 20 minutcs adicionales de incu#acién
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\
|
|
i
|
|
|

para equilibrar la concentracién de colorant% intracelular y
\

permitir desesterificacién. Las secuencias be im&dgenes con
|

lapso de tiempo (aumento de 100X) de 5000 mar#os se adquieren
1
\

a 28 Hz con una regién de 336*256 pixeles, | utilizando una
\
1

camara digital Hamamatsu ORCA-ER™ (Hamamatsul Photonics KK,

\

\

1

1

Japdén) con un filtro de 488 nm (FITC) en jun microscopio

invertido de fluorescencia confocal Olympus |1X81 (Olympus

1
|
\
|
Optical, Japén). Las imagenes se adquieren conXMetaMorph 7™

\
* . l r z
(MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, CA). Las 1imagenes se
\

\
procesan posteriormente utilizando Imaged™ y rutinas escritas
|

|
personalizadas en Matlab7.2™ (Mathworks, Natick,| MA).
|

\
\l\
Electrofisiologia \
\
. [} 0 [} \ s
Se realizan registros de pinzamiento zona} de células
|
\
completas a partir de células co-cultivadas con astrocitos
t

|
después de 6 semanas de diferenciacién. El bafio| se perfunde
1

: ‘ \
constantemente con solucién salina fresca regulada con HEPES
\

|
, . \

(ver metodos complementarios ara la receta) . Las
b [

AN_—

micropipetas de grabacién (resistencia punta 3-6 MQ) estan

llenan de solucién interna descrita en los |materiales

suplementarios. Los registros se realizan

|
\
1
\
\
‘\
lutilizando
\
\

amplificador™ (Axon Instruments). Las sefiales se filtran a 2

|
|

kHz y se toman muestras a 5 kHz. La capacitanciaxde célula

|
entera estd totalmente compensada. La resistencia e# serie no
L
. . \ .
se compensada sino que se monitorea durante el experimento
\
. . s |
por la amplitud de la corriente capacitiva en respuesta a un
|
\
pulso de 10 mV. Todos los registros se realizan a temperatura
1

L.

ambiente y los productos quimicos se adquieren de Sigma. La
- |

frecuencia vy amplitud de las corrientes postsinapticas

espontdneos se miden con el software de Programa
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;
!
:
!

I

Andlisis™ (Synaptosoft, Leonia, NJ) . Las compar%ciones
|

estadisticas de grupos WT y RTT se realizan mediabte la
J

prueba no paramétrica olmogorov-Smirnov de dos colas,fcon un
!

criterio de significancia de p = .05. EPSCs son bquueados

I
por CNQX o DNOX (10-20 uM) y los IPSP son inhibigas por

l
bicuculina (20 uM). |
|
|
|
|
|

Resultados
1

Las neuronas IPSC derivadas de RTT se caracterﬁzan por

1
la disminucién del numerc de sinapsis glutamatérgicaJ a menor
densidad de la médula y es menor el tamafio soma. Lasineuronas
RTT también muestran ciertos defectos electofisiolé%icos, es
decir, wuna disminucidén significativa en la frec#encia \%

|
amplitud de las corrientes sinapticas espontdneas en
l

. |
comparacidén con los controles. Las neurcnas RTT muestran una

l
disminucién de 1la -frecuencia de transitorios &e calcio
l

intracelulares. ,
|
|
|

!
Probamos la G-2-MEPE en el modelo anterior p%ra probar

l
si se puede atenuar cualquiera de las patologias deP fenotipo

RTT.

con cada

1
1
I
l
!
f
El tratamiento de los cultivos de células
|
l

concentracién de farmaco mejora todos los | parametros
i ,

morfoldégicos y fisioldégicos de los cultivos de #élulas RTT
!

tratados en comparacién con los controles RTT n? tratados.

o I
Especificamente, se observa un aumento SLgnlflc?tlvo en el

I
namero de sinapsis glutamatérgica en las células RTT tratadas
l

con G-2-MEPE. Todas las concentraciones de tratamiento con G-
1

2-Mepe aumentan el numero VGLUT1 puntuales en ias neuronas

l
!
l
!
1

\¥F
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derivadas de RTT.

El tratamiento con G-2-Mepe normaliza la

frecuencia y la amplitud de las corrientes espontédneps post-

sindptica, asi como tmbien la frecuencia de los tran;itorios
de calcio generados por 1la actividad sindptica | de las
neuronas RTT tratadas con G-2-MEPE.

En el presente modelo in vitro de RTT humana, las
células 1PSC derivadas de pacientes RTIT y las neuronas
diferenciadas a ellas se <caracterizan por

partir de

anormalidades en la expresidén de MeCP2.

Como se discute en la

descripcidén detallada de la invencidén anteriormente, | la gran
mayoria de los casos de RTIT se asocian con mutaciones en el
gen MECPZ. Por 1lo tanto 1la eficacia de la G-2-MEPE en el
presente modelo in vitro de RTT humano es razonablemente
predictivo de la eficacia en un sujeto humano que sufre de
RTT.

Ejemplo 15: Efectos de la G-2-Mepe en Personas con Sindrome
de Rett

Métodos

Se reclutan treinta sujetos con sindrome de Rett.

sujetos son mujeres y de edades comprendidas entre

afios (media = 12.1 DE = 4,4).

<60 y mutaciones del gen MECP2.

actividad de pico de éter en el EEG o un aumento

bandas de frecuencia inferiores del EEG segun se detecta

la Transformada Rapida de Fourier (FFT).

Los sujetos| se

Los

16 y 29

Todos los sujetos tienen un I1IQ

Los sujetos también muestran

en las

por

les

instruye que los medicamentos concomitantes son p

estable durante al menos seils semanas antes del estudio.

@ra ser
i

Los

1
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sujetos que reciben la medicacién para tratar sintomas de
falta de atencidén son probados por la mafiana 'y se dan
instrucciones para tomar la medicacién por la tarde. Se

excluyen los sujetos con un intervalo QTc> 451 ms.

El estudio es un estudio paralelo de placebo, doble
ciego, aleatorio controlado con tres dosis de placebo, 10 mg
kg de T.I.D. oral de G-2-Mepe durante cinco dias, o 30 mg/kg

T.I.D. oral de G-2-Mepe.

Los sujetos se prueban al inicio del estudilo con 1los
siguientes instrumentos: Escala de Severidad
Histérica/Clinica Natural del sindrome de Rett,
Comportamiento Aberrante Checklist Community Edition (ABC),
Vinelands, Impresidén Clinica Global de Severidad| (CGI-S) vy
sus cuidadores completandc el Cuestionario de Esfuerzo de

Cuidador (CSQ).

Los sujetos son 1llevados a la clinica como! pacientes

internos para permitir mediciones de referencia iniciales de

EEG, ECG y 1la frecuencia respiratoria de forma continua
durante 24 horas utilizando la tecnologia de la
polisomnografia. Los movimientos de manos tgmbién se
registran wutilizando el Q-Sensor™. Las medidas de EEG
derivadas incluyen:"piéos por unidad de tiempo #n el EEG,
potencia total de las bandas de frecuencia del ﬁEG, QTc vy
variabilidad del ritmo cardiaco (HRV), e irregularidades

|

respiratorias. ‘

A
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Los efectos adversos también se registran utiliiando las

medidas de seguridad estandar y la provocacidn %MURF de
eventos adversos t

Estadisticamente, el efecto del tratamiento con %—2—MEPE
se analiza mediante la realizacién de un anadlisis de
covarianza repetido (ANCOVA) en el efecto del tratam%ento en
el cambio de las calificaciones de valor de referencié.

|

Resultados g

El tratamiento con G-2-Mepe no produce mas \efectos
adversos que estadn presentes durante el tratamiento con
placebo, siendo todos los efectos adversos de corta duracidn
y de 1intensidad leve. Se informan los eventos ﬁdversos
graves. No se reportan casos de aumentos de QTC.

|

No se observan efectcs sobre la frecuencia respi}atoria
0 variabilidad del ritmo cardiaco. \
|

El tratamiento con G-2-Mepe produce una importante
reduccidén global de espigas por unidad de tiempo en el EEG.
El tratamiento con 30 mg/kg t.i.d. oral de G-2-Mepe di#minuye
la actividad de pico en comparacidén con el placeboL Esta
dosis de G-2-Mepe también disminuye la potencia de lJ banda
delta del EEG en comparacidén con el placebo. \

|
El tratamiento con G-2-EPE también reduce el toéal de

movimientos de mano por un periodo de veinticuatro horas,

segun se cuenta utilizando el dispositivo Q-Sensor™

-1
|
|
|
|

,\qo
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efecto es significativé para los 30 mg/kg de dosis TL.I.D. en

comparacién con placebo.

El tratamiento con G-2-MEPE no tiene ningun! efecto
significativo en general en la clasificacién de Escala de
Severidad Histdérica/Clinica Natural de Sindrome de Rett. Sin

embargo, 30 mg kg T.I.D. oral de G-2-Mepe, en comparacidn con

el placebo, produce efectos significativos en las siguientes
!

subescalas: “La comunicacién no verbal en esta visita

mediante examen”, “Epilepsia/convulsiones en esta visita”, vy

el “uso de mano”.

Conclusiones

El tratamiento con G-2-Mepe produce mejoras
significativas en la fﬁncién del sistema nervioso central én
el presente estudio. A pesar de tratamiento relativamente a
corto plazo, se reducen las anormalidades en la actividad
eléctrica del cerebro, una sefial clara de la eficacﬂa. Este
efecto es dependiente de dosis, visto después de tratamiento
de 30 mg/kg T.I.D. oral de G-2-Mepe. Estos efectos }reflejan
las mejoras en la funcién del SNC visto en el modelo de ratdn
MeCP2 modificado geﬁéticamente transgénico del sindrome de

Rett luego de la administracidén de G-2-Mepe.

También se observan efectos dependientes de dosis en el
uso de las manos,. segin se evalla por un dispositivo de
conteo objetivo y calificacidn subjetiva. Esto es de interés
debido a que retorcerse las manos sin sentido es a|la vez

caracteristico del fenotipo clinico del sindrome Rett y es

exclusivo de este trastorno.
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I
I
|
I
1

|

La calificacidén de comunicacidén no verbal dq la Escala
|

de Severidad Histérica/Clinica Natural del Sindrome de Rett

|

se mejora con el tratamiento. Esta med#da evalua

|

fundamentalmente el contacto visual. Esto plantea la
o |

posibilidad de que el tratamiento a largo plazo |con la G-2-

|
Mepe puede mejorar las relaciones sociales en la poblacidn.

1
I
1

1
La G-2-Mepe es bien tolerada en esta pobldcidén. No se
l

observan efectos en ninguna de las medidas esté#dar o é&reas
de interés especifico en la poblacién de pacienties, tal como

|
la prolongacién del intervalc QTc o apnea. ;
!
1
I

Ejemplo 16: Efectos de la G-2MePE en los Seres Humanos con

Trastornos del Espectro Autista ,
!
!
!
l
1

Métodos
1

Para determinar si el G-2-Mepe puede tratar los sintomas

!

de ASD, llevamos a cabo un estudio en seres hu#anos con ASD.

Se reclutan veinte sujetos con trastorno |del espectro

I

autista. Los sujetos son hombres y con edade% comprendidas’

entre 16 y 65 afios (media = 18.1 DE = 3.4). Todbs los sujetos

tienen un CI> 60 vy estricto diagnéstico | DSM-IV-TR de

Los sujetos

|
|
1
Trastorno Autista o Trastorno de Asperger%

también cumplen los criterios para un Trastorno del Espectro

I

Autista, de acuerdo con los instrumentos de 4DOS—G ADI-R, vy

!
cumplen con 1los criterios del DSM-V propuestos para el
1

Trastorno del Espectro Autista. A los sujetos Fe les instruye
de que los medicamentos concomitantes son para ser estables

I
durante al menos seis semanas antes del estudio. Los sujetos

1
|
|
!
|
|

\Be
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|
|

que reciben la medicacién para el tratamiénto de sintomas de
falta de atencidén son probadqs por la maﬁa¢a y dan
instrucciones para tomar la medicacién por la Jtarde. Se
excluyen sujetos tratados con medicamentos an%isicéticos
atipicos indicados para el autismo. Los sﬁjetos se
seleccionan para trastornos genéticos conocidos qﬁe incluyen
y aquellos que tienen el sindrome del Cromosoma X Erégil o la
esclerosis tuberosa excluida. Se excluyen sujetos con
epilepsia no controlada., (

|

El estudio es un estudio cruzado controlado ¢on placebo

doble ciego con tres fases. ,

|
|

Los sujetos entran en cada fase del cruce %n un orden
aleatorio. En las fases de prueba, los sujetos reJiben ya sea
placebo, 10 mg kg de T.I.D. oral de G-2-Mepe duFante cinco
dias, o 30 mg/kg T.I.D. oral de G-2-Mepe. cada fase del
filtro de cruce esta separada por un periodo de lavado de

catorce dias. \
|
|

Los sujetos se evaluan en valor de refFrencia los

Vinelands,

siguientes instrumentos: IQ de Wechsler, hportamiento
Aberrante de Checklist Community Edition (ABC) 4

Escala Compulsiva Obsesiva Yale-Brown (YBOCS) éubescala de

|

compulsién, Escala de Sensibilidad Social (SRSﬂ, Impresidn
l

Clinica Global de Severidad (CGI -S) vy us cuidadores

completan el Cuestionario de Esfuerzo de Culdador( (CSQ)

Los sujetos se administran dos tareas - la Prueba de

lectura de la Mente en 1los ojos Revisada (RMET) vy un

\B3
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|

Seguimiento de los Ojos (ET) de tareas, .asi comp la Impresidén

|

Clinica Global de Mejora (CGI-I). Las tarea§ inician dos
horas después de -la° administracidén de p%acebo o con

cualquiera de las dosis de G-2-Mepe. El1 RMET e§ una tarea con

|

base en ordenador gque evalua la capacidad |para leer las

|

emociones de los ojos en sutiles expresiones faciales
afectivas y €s una prueba ampliamente | utilizada de
reconocimiento de emociones en los pacientes con autismo

(2001). Es 1importante destacar que, el RMEE es capaz de

|

detectar la mejora, incluso con una dosis ﬁni@a de un agente

farmacoldgico (Guastella et al., 2010) . ¢Cuestiones de

!

seguimiento de los ojos son caracteristicos dF los pacientes

con autismo que pasan menos tiempo mirando (a los ojos de

| -

fotografias de rostros humanos. Una vez mas, una unica

|

administracién de una 1intervencidn farm%colégica puede

|

mejorar déficits de seguimiento del ojo en el(autismo (Andari

et al, 2010).

Los efectos adversos también se regi%tran utilizando
medidas de seguridad estandar. |

|

Estadisticamente, el efecto del tratamieénto con G-2-MEPE

|
se analiza mediante la realizacidén de un analisis repetido de

la covarianza (ANCOVA) en el efecto del tra%amiento sobre el
cambio de las calificaciones de valor inicia%.
|
Resultados (
El tratamiento con G-2-Mepe no pro%uce mas efectos
adversos de aquellos que estuvieron pres%ntes durante el

|

tratamiento con placebo, todos los efectos| adversos son de

|
|
l
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i
corta duracidén y de intensidad leve. Se reﬁotan eventos

adversos graves.

El tratamiento con G-2-Mepe ©produce !'una mejoria

generalmente significativa en el rendimiento de la prueba

RMET. El1 tratamiento con 30 mg/kg T.I.D. oral de G-2-Mepe

aumenta las respuestas correctas por ciento en el RMET.

|
El tratamiento con G-2-Mepe produce una m%joria general
significativa en el tiempo dedicado a buscar e$ la regidén de
los ojos en la prueba de ET. Las clasificacﬂones CGI-I al
final de los periocdos de tratamiento muestran una diferencia

significativa. Los efectos de tratamiento | positivos se

correlacicnan con clasificaciones CSQ de valor inicial

El tratamiento con G-2-Mepe produce mejoras

significativas en el rendimiento de la Lectura |de la Mente en

la Prueba de Ojos - Revisada y en el desempefio de una tarea

|

de Seguimiento de los Ojos. Este efecto es deéendiente de la
’ I

dosis, visto después de tratamiento de 30 mgﬂkg T.I.D. oral

de G-2-Mepe. ‘ l

|
|

La mejora de estas medidas es el reflejo de una mejora
en el procesamiento de procesamiento de informacidn social.
Los déficits de interaccidén social son un sintoma béasico de

diagndéstico para los trastornos del espectro jautista, y por

lo tanto esta es un de los principales hallazgos.

|

El G-2-Mepe también produce una mejdra general en

|

funcién de un indice por la Impresidén Clibica Global de

|
|
|

\2
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l
\
l
|

|
Mejora. La anotacién de texto libre de las Formas de Casos

Reportados del estudio indica este efecto relaciopado con una
\

. . . . N
mejora en las relaciones sociales. Esto implica que los
|

|
cambios observados en la tarea RMET vy ET p@eden tener

|
. L . . R
relevancia para la actividad sccial en la vida diaria.

= A—

El G-2-Mepe es bien tolerado en esta poblacid

Ejemplo 17: Modelos Animales para Determinar 1los bfectos de

|

|

la G-2-Mepe de Espectro Autista ‘
|
|
l
|

R |
Los efectos de la G-2-Mepe se prueban adicion%lmente en

\

los siguientes modelos genéticos de  ASD: &1 ratén
1
|

heterocigoto Tbxl, el ratédén Cntnap2 modificado genéticamente
\

y Slc9%a6 modificado genéticamente. También se pruebé el G-2-
|

|
Mepe en el modelo fmrl de sindrome de Cromosoma X Fr@gil.

|
!
|
|
l

Thxl. Las mutaciones del gen TBX1 se asoqian con

|
trastornos del espectro autista (Paylor et al., 20@6). Los
\

|
ratones transgénicos Tbxl se deterioran de forma sele?tlva en

1
ultrasénica, cénductas
|
|
repetitivas y memoria de trabajo (Hiramoto et al., 201\1).

interaccién social, vocalizacidn

|
|
|
\
CntnapZ2. Dos tercios de los pacientes con mutaci?nes de

|
la proteina asociada contactina similar a gen 2 (CNTNAPZ) se

1

diagnostican con un Trastorno del Espectro Autista (%larcon
1

et al., 2008; Arking et al., 2008; Bakkaloglu et al.,\2008,
1
1

Strauss et al., 2006; Vernes et al., 2008). Los r?tones

Cntnap2 modificados genéticamente (0O) exhiben fenétipos

relacionados con ASD en el comportamiento socialj, la

(o
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vocalizacién ultrasénica Yy comportamientos repetitivas

(Penagarikano et al., 2011).

Slc9a6. Este gen ha sido implicado en ASD

|
5 codifica el intercambiador sodim-hidrigen 6 éNHEG). Las
S \
mutaciones en SLCY9A6 se asocian con discapacidadkintelectual
l
(Gilfillan et al., 2008) y el comportamiento autisita (Garbern
|
et al., 2010). En el Slc9a6t 1los ratones KO muestran
\
hiperactividad motora y disfuncién cerebelosa (Etromme et
l
10 al., 2011). \\
l
l
|
. Fmrl. El silenciamiento del gen FMR1 produce el Sindrome

del Cromosoma X Fragil, el fenotipo del cual ﬂncluye el

l
autismo, dos tercios de los pacientes con Sin@rome del

15

l
Cromosoma X Fragil cumplen con los criterios de |seleccidn

para un Trastorno del Espectro Autista (Harris et aﬂ., 2008) .

l
Los pacientes pediatricos con Sindrome del CromoSom% X Fragil

l
también muestran umbral convulsivo disminuido. £l

\

ratén
| ,
modificado genéticamente fmrl replica gran parte del! fenotipo

20  del sindrome del Cromosoma X fragil, que | incluye

l

susceptibilidad a la convulsidén juvenil (Yan et al., b004).

|
l
|
1
Métodos
\
)
Los animales en cada uno de los modelos anteriores se

[

25 generan de acuerdo con la metodologia descritaq en la
l
l

literatura citada. Los equivalentes de tipo natural también

l
\
se obtienen para cada mcdelo genético.
l
l
|
!
Los animales en cada modelo se dividen en tres grppos (n
l
30 = 10 para n = 20):

ratones tratados con placebo dF tipo

|
|
!
|
|
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|
natural, grupo tratado con G-2-Mepe mut%nte Yy grupo de
control tratado con placebo mutante. 1

Los tratamientos se administran intraperitonealmente 1ly:
placebo (solucién salina) o 20 mg/kg/dia deIG—2—MEPE.

Las medidas de las caracteristicas clave de ASD como se
acuerdo con la

muestran en cada modelo se toman de

bibliografia citada.

Resultados

El tratamiento con G-2-Mepe mejora ,significativamente

|
|
|
|
|
|
|

todas las medidas asociadas con el fenotipq de ASD.
Referencias (

Las siquientes referencias vy todps las patentes,
solicitudes de patentes y otras publicaciokes citadas aqui se

|

incorporan completamente mediante referencila.

Alarcon, M., Abrahams, B.S., Stone, JJL., Duvall, J.A.,

Perederiy, J.V., Bomar, J.M., Seba%J., Wigler, M.,

Martin.C.L., Ledbetter, D.H., Nelson.S.F.l Cantor, R.M., and

Geschwind, D.H. (2008) . Linkage, association, and gene-
!

expression analyses identify CNTNAPZI as an autism-

susceptibility gene. Am. J. Hum. Genet. 8ﬂ, 150-1589.
i
l
Amir RE, Van den Veyver IB, Wan M, Tran C@, Francke U, Zoghbi
|
HY. Rett syndrome is caused by mutationsl in X-linked MECP2,
encoding methyl-CpG-binding protein 2. Nﬁt Genet. 1999 23: 1

85-188

|
|
|
|
|
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REIVINDICACIONES

Un método para tratar un animal que sufre de un sintoma
de un Trastorno del Espectro Autista (ASD), que
comprende administrar a dicho animal wuna cantidad
efectiva de Glicil-2-Metil-L-prolil-L-glutamato (G-2-
MePE), dicho tratamiento que produce una mejora en said
dicho sintoma segﬁn‘se evalia por una o mas |ppruebas de
comportamiento seleccionadas del grupo que consiste de
Escala de Severidad Histérica/Clinica Natural del
sindrome de ‘Rett, Comportamiento Aberrante Checklist

Community Edition (ABC), Vinelands, Impresién Clinica

Global de Severidad (CGI-S) y sus cuidadores completando
el Cuestionario de Esfuerzo de Cuidador (CSQ) o una o
mas pruebas fisioldgicas seleccionadas dey grupo qgue
consiste de frecuencia de pico de electroeLcefalograma
(EEG), potencia total en bandas de frecuencia de un EEG,
movimiento de manos, QTc y variabilidad de frecuencia

cardiaca (HRV) , e idrreqularidades respiratorias en

. comparacién con animales de control que no sufren de

dicho sintoma.

El método de la. Reivindicacidén 1, en donde 4icho ASD se
selecciona del grupo que consiste de autismo, Sindrome
del Cromosoma X Fréagil, Sindrome de Rett (RTT),
Trastorno Autista, Sindrome de Asperger, Trastorno
Desintegrativo de la Infancia y Trastorno Generalizado

de Desarrollo No Especificado (PDD-NOS), |y Evitacidn

Patolégica de la Demanda (PDA)..
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El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,

dicha cantidad efectiva de G-2-MePE esta en el rango de

aproximadamente 0.001 mg/Kg a aproximadamente 100 mg/Kg.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

dicha cantidad efectiva de G-2-MePE estd en el rango de
aproximadamente 0.001 mg/Kg a aproximadameﬁte 0.1 mg/Kg

cuando se administra directamente al cerebro.

El método de cualquiera de las reivindicachiones 1 a 2,
dicha cantidad efectiva de G-2-MePE estd en el rango de
aproximadamente 1 mg/Kg a aproximadamente 100 mg/Kg

cuando se administra sistémicamente.

El método de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 2,
dicho G-2-MePE .. se administra sistémicamente,

parenteralmente o directamente en el cerebrol

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,
dicho G-2-MePE se administra en un ventriculo del

cerebro.

El método de cualgquiera de las reivindicacicnes 1 a 2,
donde dicho G-2-MePE se administra a través:de una ruta

intravenosa, subcuténea u oral.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,

donde dicho G-2-MePE se administra oralmente en una

i
1
|
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dosis de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente

I
|
l
|
I
I
|
I
I
{
mg/kg. I
!
I

I

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a(9,
dicho G-2-MePE esté en una soluciédn ac%osa

fisioldgicamente compatible, microemulsioén aguaten-
I

aceite, emulsién gruesa agua en aceite, cristal liquido

|

agua en aceite, nanocéapsula, o comprimido.

|
|
|
El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 aflO,
I

dicho G-2-MePE se incorpora en un del soluble en) una

solucién acuosa.

11,

|

|

I

I

I

|

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 %
donde dicho G-2-MePE se administra a una mucosa de gicho

I

|

!

animal.

I
|
El método de la Reivindicacién 11, dicho gel se coloca

I

en la boca de dicho animal, y se libera dicho G—2ﬁ MePE

de dicho gel. !
|
I
l

Un método para tratar un animal que tiene un sintoma de
o

un Trastorno del Espectro Autista (ASD), que comprende

|

administrar a dicho animal, un compuesto de la Fér#ula 1

o Foérmula 2:

|
|
|
|
|
|
|
|
|
f
|
|
|
I
:
|
!

1593
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x//ACHﬂm S z | x/’iCHﬂm ’
Férmula 1 Férmula 2
donde m es 0 o 1;
neso0ol;
X es H o - NR°R';
Y es H, alquilo, -CO,R>, o - CONR®R
Z es H, alquilo, -CO,R® o - CONR®R’
R' es H, alquilo, o aralquilo;
R?, R’, y R? son independientemente H o alquilo;
cada R° es independientemente H, alquilo, o un resido de
alcchol graso;
cada R® y R’ es independientemente H, alquillo, o
aralquilo, o -NR°R’ es pirrolidino, piperidi%o, o)
morfolino;
0 una lactona formada cuando un compuesto donde ¥ es -
COy(alguilo) y Z es ~COH o donde Y es -COH y Z es -

COz(algquilo) se lactoniza;

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mi
dado que el compuesto no es GPE, N-Me-GPE, GPE :
i

APE, GPQ o una sal de los mismos.

En algunos aspectos, esta invencién incluye:

(a) los compuestos son compuestos de la Férmula 15

(b) m es 0;

(c) n es 1;

smos,

amida,
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(d) por lo menos uno de X, Y, Rl, R2, R3, R4, y'R5 noc es
hidrdégeno;

(e) X es- NR°R'; y

(f) Y es -COR®> o - CO,NRPR; y

(g) Z es -CO,R’> o - CO,NR°R’.

El método de la Reivindicacién 14, donde el compuesto es

una cantidad efectiva de G-2-MePE.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 15
que comprende adicionalmente administrar al animal un
segundo agente terapéutico seleccionado de un gLupo que
consiste de: factor de crecimientc similar a insulina-I
(IGF-I), factor de crecimiento similar a insulina-II
(IGF-1I1), glicil-prolil-glutamato (GPE), factor de
crecimiento de transformacién-fB1, activina, hoﬁmona de
crecimiento, factor de crecimiento de nervio, factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), proteina de

unién de hormona de crecimiento, proteinas de unidén IGF

(especialmente IGFBP-3), factor de crecimisnto de
fibroblasto basico, factor de crecimiento de fibfoblasto
acido, producto de gen hst Kfgk, FGF-3, FGF—4; FGF-6,
factor de <crecimiento de queratinocito, factor de
crecimiento inducido por andrdégeno, int-2, homdlogo de
féctor de crecimiento de fibroblasto factor- 1 (FHF— 1),
FHF-2, FHF-3 y FHF-4, factor de <crecimiento de
queratinocito 2, factor de activaciidén de glial; FGF-10
y  FGF-16, factor neurotréfico <ciliar, factor de
crecimiento derivado de cerebro, neurotrofina 3,

neurotrofina 4, proteina morfogenética de hueso 2 (BMP-
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|
2), factor neurotréfico derivado de estirpe jcelular
glial, factor neurotré6fico dependiente de acqividad,
factor de inhibicidén de citoquina leucemia, onc#statina
M, interleucina), o-, B-, vy-, o interferédn c%nsenso,
TNF-a, clome£iééol; acido guinurénico, . Semax,
tacrolimus, L—treo—1—fenil—2—decanoilamino—B—mogfolino—
l-propancl, analogo de adrenocorticotropina—(4—@) [ORG
2766) y dizolcipina (MK-801), selegilina; anta&onistas
de glutamato tales como, mematina (Namenda) NPS 1506, GV
1505260. MK-801, GV 150526; antagonistas AMPA taies COomo
2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoilbenzo (f)quinoxalina
(NBQX), LY303070 y LY300164; agentes anti-inflahatorios
dirigidos contra la adresina MAdCAM-1 y/o sus regeptores
de integrina a4 (a4Bl y odPf7), tal como anti-MAdCAM-1
mAb MECA-367 (acceso ATCC No. HB-9478), fenobam, un
inhibidor de recaptacién de serotonina selectivo tal
como fluoxetina, o© un anti-sicétivo atipico tal como

risperidona.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 -15,
donde dichas dosis de dicho compuesto es 10 mg/kg tres

veces por dia o 30 mg/kg tres veces por dia.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 -17,

donde dicho animal es un ser humano.
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TRATAMIENTO DE TRASTORNOS DEL ESPECTRO AUTISTA QUE UTILIZA

-

ACIDO GLICIL-L-2~-METILPROLIL-L-GLUTAMICO

RESUMEN

Esta invencidén proporciona compuestoS, composiciones vy
del Espectro Autista

(G-2-MePE)

(ASD)

PARA tratar Trastornos

<

métodos
utilizando &cido glicil-2-metilprolil-glutamico
Los Trastornos del Espectro Autista

andlogos de los mismos.

Trastorno Autista, Sindrome de Asperger,

de la Infancia, Trastorno de

Desintegrativo

Trastorno
Sindrome de

B S

Desarrollo Generalizado no Especifico (PDD-NOS),

Cromosoma X Fragil, y Sindrome de Rett. Las composiciones que
|
|

. . |
incluyen formulaciones solubles en
I

contienen el compuesto

|
agua, micro-emulsiones agua en aceite, emulsiones gruesas

aceite,

15
agua en
I

agua en aceite, cristales liquidos

nanocapsulas, comprimidos, y geles administrados oralment#.
I

El compuesto y composiciones de esta invencidén se pue#en
l

intravenosamente, intraventricularmen?e,
!

administrar
o 1
20 parenteralmente, u oralmente, y pueden ser efectivos |en

. . 2 oz . ol
tratar la neurodegeneracidn, promover la funcidn neurologyca,
sintomas de ASD, vy

tratar actividad de convulsién y otros

. . . |
puede prolongar la vida en animales que incluyen seres

humanos que tienen Trastornos del Espectro Autista.
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1. MODIFICA RESIDUO DE GLICINA

.0 =
o i \100111
T grrr
IL. MODIFICA RESIDUO DE ACIDO GLUTAMICO N ——
. N ! o
i. residuo de 4cido a-carboxilico (r}\r :";_TS% 2
ii. residuo de acido y-carboxilico OJ\ 0 N
iii. diésteresde GPE ng, L CO:E
GPE*
III. MODIFICA ENLACES DE PEPTIDO Y-HE o
i. modifica Pro- a-metilprolina Nt ’f Rl
ii. modifica Glu-N-acido metilglutimico O«J\ 0 N
a~acido metilglutamico NE; CG;H

GP*E ¥ GPE*

Figura 1
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En forma similar
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N r
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el dcido o-carboxilico - modifica a un grupo alquilo

- OBn _DCGEGN OBn
" Avderson eral, N
+ 0 X Chem, Soc. (C), 1967, 108 : 0
HO;C_ NHBOC 0
N\ )
NHBOC

(Boc-dty) BOC ='BuCC0

i HN
g ~ DCC,
s
i.TFA  CO,"Bu
"
N
N :
Q
4]
CO.H

1 H;N\é

pce, =

ii. TFA  CO,'Bu
Synthess, 1994,72, 1471

2

AFrléu;a 4

o

OH

NEBOC
intermedio B

L ITFA  CO.Bu

¢ Tetmhedron, 1976, 32, 224!
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COuH
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el dcido o-carboxilico - modifica a una amida

H \/u\ - 7
oH LN AN e S
N . .: N .
. N Y NR'R?
| co,Me o~
o Rle" H, alkyl o% \
e

5. LiOH, 8,0 o NH,

NHBOC
' intermedio B 8. 7rA

3 Sintesis de amida
O
e i
@ nO,CBN\/lL B: \)L
= oH BnOCOCl = HNR'R? 7O CHI, v NR'R? o R NRIR?
E*, ~ e B - 23 =
WCO - \ bec, Bopt N “Parc > ‘._\ .
. 2 C 1pd ) Cozmﬁ CO,Me
Aldvich R'R* = H, alkyl 2

[“g‘ ve's - M'HNM:H:N(CH;)HCH;. HN(CsH, )5,

e —— o Figura 5§



10

reduce dcido y-carboxilico - profarmaco de lactona

‘
| OH
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NEBOC

intermedioB  *
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HIN \/CO;BII

» DCC
Bachem CO:Ba
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dcido y-carboxilico - modifica al grupo alquilo
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el dacido y-carboxilico - modifica a una amida

%}’H i B oM. 5
N = ’ COH
: D‘CC, ﬁ N Y 3»
| o CONRiRZ =
1 R'E = B, alquilo Q i
NHBOC 1, LIOH, 5,0 e CONR'R?
. . . BLTRA B NE,
intermedio B
—e

NE'R' © NH, (éster de metilo de L-glutamina)
Sintesis de amida

BN
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\] E4,N = ——— = Hy, T
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. Ipd .
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' 0
Figura 8
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reduce dcido y-carboxilico - profirmaco de lactona
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. (owmetlprolina véase: Secbach e/ al, Org. Synth-, 1995, 72, 62.)

Figura 10
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G-2MePE promueve proliferacion
celular en SVZ de ratas envejecidas
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Efectos del envejecimiento en
astrocitos en el hipocampo (CA4)
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- Claim of Priority

WO 2012/102832 PCT/US2012/000047

TREATMENT OF AUTISM SPECTRUM DISORDERS USING GLYCYL:-L-2-
METHYLPROLYL-L-GLUTAMIC ACID

This application claims priorfty to United States Provisional Patent Application No.
61/462,141 entitled “Rett Syndrome Therapy Using Glycyl-2~MethyIpro]yl-L-GIutarﬁlate,” Larry
Glass et al., inventors, fited 27 January 2011, and to United States Provisional Patent Application
No. 61/492,248 entitled “Treatment of Autism Spectrum Disorders Using Glycyl-2-L-
Methylprolyl-L-Glutamate,” Michael John Bickerdike et al. inventors, filed 1 June 2011. Both of

these applications are incorporated herein fully as if separately so incorporated.

Field of the Invention

This invention relates generally to therapy of Autism Spectrum Disorders (ASD),
including autism, Fragile X Syndrome, Rett Syndrome (RTT), Autistic Disorder, Asperger
Syndrome, Childhood Disintegrative Disorder and Pervasive Developmental Disorder Not
Otherwise Specified (PDD-NOS), and Pathological Demand Avoidance (PDA). In paréicular, this
invention relates to treatment of ASD using Glycyl-2-methyl-Prolyl-Glutamate (G-2-MIePE).

BACKGROUND l
Description of Related Art . ]

|

disorders (ASD) are a collection of linked developmental disorders, characterized by

Autism Spectrum Disorders are becoming increasingly diagnosed. Autism spectrum
abnormalities in social interaction and communication, restricted interests and | repetitive
behaviours. Current classification of ASD recognises five distinct forms: classical jautism or
Autistic Disorder, Asperger syndrome, Rett syndrome, childhood disintegrative dis‘order and
pervasive developmental disorder not otherwise specified (PDD-NOS). A sixth %yndrome,
pathological demand avoidance (PDA), is a further specific pervasive developmental disbrder.

EP 0 366 638 discloses GPE (a tri-peptide consisting of the amino acids Gly-Pro-Glu) and
its di-peptide derivatives Gly-Pro and Pro-Glu. EP 0 366 638 discloses that GPE is effective as a

neuromodulator and is able to affect the electrical properties of neurons.

WO095/172904 discloses that GPE has neuroprotective properties and that administration

of GPE can reduce damage to the central nervous system (CNS) by the prevention or inhibition of

neuronal and glial cell death.

WO 98/14202 discloses that administration of GPE can increase the effective amount of
choline acetyltransferase (ChAT), glutamic acid decarboxylase (GAD), and nitric oxide synthase

(NOS) in the central nervous system (CNS).




!

!

! G
!

| ¥

!

!

|

!

f

|
PCT/U52012/0¢0047

WO 2012/102832
|
W099/65509 discloses that increasing the effective amount of GPE in the QNS, such as

!
by administration of GPE, can increase the effective amount of tyrosine hydroxylas¢ (TH) in the

. . . . .

CNS to increase TH-mediated dopamine production in the treatment of dlseal‘\ses such as
l
|

Parkinson’s disease. ;
W002/16408 discloses certain GPE analogs having amino acid substitutio#]s and certain

5
other modification that are-capable of inducing a physiological effect equivalent to/GPE within a
. ! .
patient. The applications of the GPE analogs include the treatment of acute brain injury and
. I
neurodegenerative diseases, including injury or disease in the CNS. |
1
|
10 o SUMMARY If
There is no current, effective, treatment of ASD and patient care{l is limited to
|
1

management of the symptoms.
This invention relates to synthetic analogs and peptidomimetics of gl?"lcyl—L-prolyl-L-

glutamic acid (GPE). In particular, this invention relates to GPE analogs and ipeptidomimetics
1

15  that are anti-apoptotic and anti-necrotic, to methods of making them, to pharmaceutical
1

compositions containing them, and to their use to enhance cognitive function and/or treat memory

disorders and to improve neuronal connectivity in animals. More specnﬁcall)‘r, this application

relates to the methods of use of the GPE analog, G-2Methyl-Prolyl-Glutamic ao”id (G-2-MePE) in
the treatment of ASD. Ill
The U.S. Patent No. 7,041,314 discloses compositions of matter and mle'thods of use of G-

20
2-MePE ,f
|
In one aspect, this invention provides compounds of Formula 1 and Fo!'rmula 2:
]
30
|
|
40 | l
(CHm | z
x ;
]
!
50
Formula 1 Fom1ula12
|
|
|
]
|
|
]

where mis Qor l;



|
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|
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XisHor—NRR'; |
Y is H, alkyl, —CO,R®, or —CONR‘R’; |
Z is H, alkyl, —CO,R® or —CONR‘R’; | .
R'is H, alkyl, or aralkyl; [
R%, R’, and R? are independently H or alkyl, ( v
each R® is independently H, alkyl, or a fatty alcohol residue; ]
each R® and R’ is independently H, alkyl, or aralkyl, or -NR®R’ is pyrrolidino, pip(faridino, or
morpholino; _ !
or a lactone formed when a compound where Y is —CO(alkyl) and Z is %COZH!or where Y is
—CQZH and Z is —CO»(alkyl) is lactonized; l
and the pharmaceutically acceptable salts thereof, ~
provided that the compound is not GPE, N-Me-GPE, GPE amide, APE, GPQ or al salt thereof.
Another aspect the invention provides methods for treatment of an anima'l having a
Autism Spectrum Disorder comprising administration of an effective amount of (jilycyl-L-Z-
Methylprolyl-L-Glutamic Acid (G-2-MePE) to the animal. [
BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS \1
This invention is described with reference to specific embodiments there"of. Other aspects
and features of this invention can be understood with reference to the Figures, injwhich:
FIG. 1 is a general scheme for preparation of synthetic analogs of GPE (‘i)f the invention.
FIGs. 2 and 3 depict schemes for modifying glycine residues on GPE. j
FIGs. 4 through 9 depict schemes for modifying glutamic acid residues “of GPE.
FIGs. 10 and 11 depict schemes for modifying peptide linkages of GPEII
FIGs. 12 - 15 depict graphs summarizing results of testing neurons in Jvitro with GPE or
G-2-MePE and okadaic acid.
FIG. 12 depicts a graph showing effects of GPE on cortical neurons inj;ured with okadaic

acid.
FIG. 13 depicts a graph showing effects of G-2-MePE on cortical nelurons injured with

okadaic acid. r
FIG. 14 depicts a graph showing effects of G-2-MePE, GPE on cerebellar microexplants

injured with okadaic acid.
FIG. 15 depicts a graph showing effects of G-2-MePE or GPE on striatal cells injured

with okadaic acid.
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FIG. 16 shows the effects of subcutaneous injection of G-2-MePE (at doses of 0.012,
0.12, 1.2 and 12 mg/kg) on the number of ChAT-positive neurons in the striatum of 18-month old
rats.

FIG. 17 shows effects of G-2-MePE treatment on spatial memory retention in middle-
aged 12-month old rats. |

FIGs. 18A and 18B show effects of G-2-MePE on spatial working memory of ageid (17-
month old) rats in an 8-arm radial maze following 3-weeks of treatment and a nine day washout.
FIG. 18A shows the maze acquisition profiles across days for the different groups. FIG. 18B
shows the proportion of correct maze choices averaged across days for the groups.

FIG. 19A shows effects of a single intraperitoneal administration of 4 doses of G-2-
MePE on neuroblast proliferation as assessed by the number of PCNA positive cells in the
subventricular zone (SVZ) of aged rats.

FIG. 19B shows effects of a single intraperitoneal administration of 4 doses of G-2-

|

MePE on co-localisation of PCNA and doublecortin staining in a rat treated with the highest dose
of G-2-MePE (right panel) compared to the vehicle treated rat (left panel). }

FIG. 19C shows effects of G-2-MePE on neuroblast proliferation as assessed by PCNA
immunohistochemical staining in middle-aged rats.

FIG. 20A shows a significant increase in the number of reactive astrocytes as assessed by
GFAP staining in the hippocampus in aged rats compared to young rats (*p<0.01) and middle
aged rats (*p<0.01).

FIG. 20B shows a photograph of a section of cerebral cortex of an aged rat, shbwing
astrocytes as assessed with GFAP staining, some of which are associated with formation of
capillaries (arrows).

FIG. 20C shows dose-dependent effects of G-2-MePE treatment (at doses of 0.12, 0.12,

1.2 and 12 mg/kg/day) on reduction of the number of astrocytes as assayed using GFAP staining
in the CA4 sub-region of the hippocampus in aged rats. .
FIG. 20D shows dose-dependent effects of G-2-MePE treatment (at doses of 0.12)0.12,
1.2 and 12 mg/kg/day) on reduction of the number of astrocytes as assayed using GFAP staining
in the cerebellar cortex.
FIG. 21 shows pharmacokinetic properties of GPE and G-2-MePE in the circulation of
rats after intravenous injection.
FIG. 22 shows the effects of G-2-MePE on increased survival duration in MeCP2
deficient mice compared to saline-treated MeCP2 deficient mice.
FIG. 23 shows the effects of G-2-MePE on the hippocampal long-term potentiation as
measured by the fEPSP slope in MeCP2 deficient mice, compared to saline-treated MeCP2

deficient mice.
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FIG. 24 depicts a graph showing effects of G-2-MePE on dendrite length asa function of

distance from the cell soma.

DETAILED DESCRIPTION

Definitions

The term “about”” with reference to a dosage or time refers to a particular variable and a
range around that variable that is within normal measurement error is within 20% of the value of
the variable. The term “about” with reference to a result observed means the varialtion is within
20% of the value of the observed variable. ’

The term “alkyl” means a linear saturated hydrocarbyl group having from one to six
carbon atoms, or a branched or cyclic saturated hydrocarbyl group having from threejto six carbon
atoms. Exemplary alkyl groups include straight and branched chain, or cyclic |alkyl groups,
methyl, ethyl, isopropyl, cyclopropyl tert-butyl, cyclopropylmethyl and hexyl.

The term “animal” includes humans and non-human animals, such as domestlc animals
(cats, dogs, and the like) and farm animals (cattle, horses, sheep, goats, swine, and thL like).

The term “aralkyl” means a group of the formula —(CH,),;Ar, where /Lr is a 5- or
6-membered carbocyclic or heterocyclic aromatic ring, optionally substituted With 1 to 3

substituents selected from Cl, Br, —OH, —O—alkyl, —CO,R® (where R%is H or
NR®R’, where R® is as described previously and R’ is H or alkyl. Exemplary a

alkyl), or —

alkyl groups
include benzyl, 2-chlorobenzyl, 4-(dimethylamino)benzyl, phenethyl, 1-pyrrolylmethyl, 2-
thienylmethyl, and 3-pyridylmethyl.

The term “disease” includes any unhealthy condition of an animal including partidularly
Parkinson’s disease, Huntington’s disease, Alzheimer’s disease, multiple sclero.;:is, diabetes,
motor disorders, seizures, cognitive dysfunctions due to aging and Autism Spectrum Disorders
including autism, Fragile X Syndrome, Rett Syndrome (RTT), Autistic Disorder, Asperger
Syndrome, Childhood Disintegrative Disorder and Pervasive Developmental ﬁisorder Not
Otherwise Specified (PDD-NOS), and Pathological Demand Avoidance (PDA). . )

The term ““fatty alcqhol residue” is a linear hydrocarbyl group having frlom seven to
twenty carbon atoms, optionally containing up to three carbon-carbon double bonds. Exemplary
fatty alcohol residues include decyl, pentadecyl, hexadecy! (cetyl), octadecyl (stearyl), oleyl,
linoleyl, and eicosyl.

The term “growth factor” means an extracellular polypeptide-signaling molecule that
stimulates a cell to grow or proliferate.

The term “injury” includes any acute damage of an animal including non-hemorrhagic
stroke, traumatic brain injury, perinatal asphyxia associated with fetal distress such as that

following abruption, cord occlusion or associated with intrauterine growth retardation, perinatal
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asphyxia associated with failure of adequate resuscitation or respiration, severe CNS insults

associated with near miss drowning, near miss cot death, carbon monoxide inhalation, ammeonia

or other gaseous intoxication, cardiac arrest, coma, meningitis, hypoglycemia and status
epilepticus, episodes of cerebral asphyxia associated with coronary bypass surgery, hypotensive
episodes and hypertensive crises, cerebral trauma and toxic injury.

“Memory disorders” or ;‘cognitive disorders” are disorders characterized 5y permanent or
temporary impairment or loss of ability to learn, memorize or recall information. Memory
disorder can result from normal aging, injury to the brain, tumors, neurodegen]erative disease,
vascular conditions, genetic conditions (Huntington’s disease), hydrocephalus, other diseases
(Pick’s disease, Creutzfeld-Jakob disease, AIDS, meningitis), toxic substances, nutritional
deficiency, biochemical disorders, psychological or psychiatric dysfunctions. The presence of
memory disorder in a human can be established thorough examination of patient ﬁistory, physical
examination, laboratory tests, imagining tests and neuropsychological teits. Standard
neuropsychological tests include but are not limited to Brief Visual Memor!y Test-Revised
(BVMT-R), Cambridge Neuropsychological Test Automated Battery (CANTA!.B), Children’s
Memory Scale (CMS), Contextual Memory Test, Continuous Recognition Memory Test (CMRT),
Controlled Oral Word Association Test and Memory Functioning Questionnaire, Denman
Neuropsychology Memory Scale, Digit Span and Letter Number Sequence sub-test of the
Wechsler Adult Intelligence Scale-11l, Fuld Object Memory Evaluation (FOME), Graham-
Kendall Memory for Designs Test, Guild Memory Test, Hopkins Verbal Learning Test, Learning
and Memory Battery (LAMB), Memory Assessment Clinic Self-Rating Scale (M/T\C-S), Memory
Assessment Scales (MAS), Randt Memory Test, Recognition memory Test (RMT), Rey Auditory
and Verbal Learning Test (RAVLT), Rivermead Behavioral Memory Test, Russl:ll’s Version of
the Wechsler Memory Scale (RWMS), Spatial Working Memory, Test of Memory and Learning
(TOMAL), Vermont Memory Scale (VMS), Wechsler Memory Scale, Wide Rangel, Assessment of
Memory and Learning (WRAML).

The term “pharmaceutically acceptable excipient” means an excipient that is useful in
preparing a pharmaceutical composition that is generally safe, non-toxic, and desirable, and
includes excipients that are acceptable for veterinary use as well as for human pharmaceutical use.
Such excipients may be solid, liquid, semisolid, or, in the case of an aerosdl composition,
gaseous.

The term “pharmaceutically acceptable salt” means a salt that is pharmaceutically
acceptable and has the desired pharmacological properties. Such salts include salts that can be
formed where acidic protons present in the compounds react with inorganic or|organic bases.

Suitable inorganic salts include those formed with the alkali metals, e.g. sodium and potassium,

magnesium, calcium, and aluminum. Suitable organic salts include those formed with organic
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bases such as amines e.g. ethanolamine, diethanolamine, triethanolamine, tromethamine, N-
methylglucamine, and the like. Salts also include acid addition salts formed tly reaction of an
amine group or groups present in the compound with an acid. Suitable acids include inorganic
acids (e.g. hydrochloric and hydrobromic acids) and organic acids (e.g. acetic acid, citric acid,
maleic acid, and alkane- and arene-sulfonic acids such as methanesulfonic acid and
benzenesulfonic acid). When there are two acidic groups present in ja compound, a
pharmaceutically acceptable salt may be a mono-acid mono-salt or a di-salt; and similarly where

there are more than two acidic groups present, some or all of such groups can|be salified. The

same reasoning can be applied when two or more amine grdups are present in a compound.

The term “protecting group” is a group that selectively blocks one or more reactive sites
in a multifunctional compound such that a chemical reaction can be carried ciLut selectively on
another unprotected reactive site and such that the group can readily be removed after the
selective reaction is complete.

The term “therapeutically effective amount” means the amount of an agent that, when

administered to an animal for treating a disease, is sufficient to effect treatment for that disease as

measured using a test system recognized in the art.

The term “treating” or “treatment” of a disease may include preventing the disease from
occurring in an animal that may be predisposed to the disease but does not !,yet experience or
exhibit symptoms of the disease (prophylactic treatment), inhibiting the disease (slowing or
arresting its development), providing relief from the symptoms or side-effel:ts of the disease
(including palliative treatment), and relieving the disease (causing regression of ;the disease).

The term “functional deficit” means a behavioral deficit associated [with neurological
damage. Such deficits include deficits of gait, as observed in patients with Parkinson’s disease,
motor abnormalities as observed in patients with Huntington’s disease. Fundtional deficit also
includes abnormal foot placement and memory disorders described herein.

The terms “G-2-MePE” and “NNZ-2566” means L-Glycyl-2-methyl-L-Prolyl-L-
Glutamate.

The term “seizure” means an abnormal pattern of neural activity in the brain that results
in a motor deficit or lack of motor control resulting in abnormal motion, inLluding spasmodic
motion. “Seizure” includes electroencephalographic abnormalities, whether or not accompanied
by abnormal motor activity. |

Implicit hydrogen atoms (such as hydrogen atoms on a pyrrolidine ring, etc.) are omitted

from the formulae for clarity, but should be understood to be present. !

Ao
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Autism Spectrum Disorders
Autism spectrum ;_lisorders (ASDs) are a collection of linked developmental disorders,

characterized by abnormalities in social interaction and communication, restricted interests and

repetitive behaviours. Current classification of ASDs recognises five distinct forms: classical
autism or Autistic Disorder, Asperger syndrome, Rett syndrome, childhood disintegrative disorder
and pervasive developmental disorder not otherwise specified (PDD-NOS). A sixth syndrome,
pathological demand avoidance (PDA), is a further specific pervasive developmental disorder.
However, while PDA is increasingly recognised as an ASD, it is not yet part of the Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V), published by the Atherican Psychiatric

Association, nor is it part of the proposed revision, the DSM-V.

Autism

Classical autism is a highly variable neurodevelopmental disorder. It is typically

diagnosed during infancy or early childhood, with overt symptoms often apparent from the age of

6 months, and becoming established by 2-3 years. According to the criteria set out in the DSM-

1V, diagnosis of autism requires a triad of symptoms to be present, including

(a) impairments in

social interaction, (b) impairments in communication and (c) restricted and repetitive interests and

behaviours. Other dysfunctions, such as atypical eating, are also common but ?re not essential for
diagnosis.  Of these impairments, social interaction impairments are particﬁllarly important for

diagnosis, and two of the following impairments must be present for a diagnosis of autism:
(i)  impairments in the use of multiple nonverbal behaviors (e.g. eye contact) to regulate
social interaction;

failure to develop peer relationships appropriate to developmental level;

(i)
(iii) lack of spontaneous seeking to share enjoyment, interests, or achievements;
(iv) lack of social or emotional reciprocity.

Communication impairments in autism may be manifest in one or more of the following

ways: delay in (or total lack of) the development of spoken language; marked impairment in the

ability to initiate or sustain a conversation; stereotyped and repetitive use of]
lack of spontaneous make-believe play. Restricted, repetitive and stereotyped
is also required for diagnosis, such as preoccupation with one or more
abnormal in intensity, inflexible adherence to routines or rituals, repetitive

and/or persistent focus on parts of objects.

language; and/or a
natterns of behavior

interest considered

motor mannerisms

|
i

Lastly, for a diagnosis of autism, it is necessary that the impairment in the functioning of

at least one area (i.e. social interaction, language, or imaginative play) should have an onset at less

than 3 years of age.
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Autism is commonly associated with épilepsy or epileptiform activity in the
electroencephalogram (EEG). As many as 60 percen't‘ of patients with autis#n have epileptiform
activity in their EEGs (Spence and Schneider, 2009 Ped Res 65: 599-606). |

Autism is also associated with disturbances in function of IGF-1, whi{lch is depleted in the
Central Nervous System (CNS) in patients with autism (Riikonen et al., 2006 Devel Med Child
Neurol 48: 751-755). IGF-1 levels in the CNS increase in patients with algjtism after treatment
with agents that reduce symptoms such as fluoxetine (Makkonen et al., 2011 Neuropediatrics
42:207-209). |

Importantly, autism shares features of Rett Syndrome and Fragile X ’Syndrome in relation
to neuronal connectivity. All three disorders are characterised by defects in synaptic function and
neuronal connectivity. ‘This is reflected in studies of post mortem human I’brain in these patient
groups, which all show failure to form normal synaptic connections. This is reflected in altered
morphological characteristics, being either a reduction in neuron'dendrl%tic spine density, or
enhanced dendritic spine density but associated with immature synapses! This is reflected in
animal models of autism, Rett Syndrome and Fragile X Syndrome, which} are based on genetic
changes known to be pathological in these disorders. In these animal models, neuronal
connectivity defects are revealed morphologically, and also as a failure of Liong Term Potentiation
(LTP). This is important since IGF-1, IGF-1[1-3] and G-2-MePE increase ;synapse formation.

I

Asperger Syndrome ((

Asperger syndrome or Asperger Disorder is similar to autism, and|shares certain features.
Like autism, Asperger syndrome is also characterized by impairment in so[!cial interaction and this
is accompanied by restricted and repetitive interests and behavior. Thus| diagnosis of Asperger
syndrome is characterized by the same triad of impairments as autism. However, it differs from
the other ASDs by having no general delay in language or cognitive deve]bpment and no deficit in

interest in the subject's environment. Moreover, Asperger syndrome is|typically less severe in
symptomology than classical autism and Asperger's patients may functi{’on with self-sufficiency
and lead relatively normal lives. |
|
Childhood Disintegrative Disorder I

Childhood disintegrative disorder (CDD), also known as Heller llsyndrome, is a condition
in which children develop normally until age 2-4 years (i.e. later than in Autism and Rett
syndrome), but then demonstrate a severe loss of social, commun'ication and other skills.

Childhood disintegrative disorder is very much like autism and both involve normal development

followed by significant loss of language, social play and motor skills. However, childhood

|
|
1
|
|
I
|
|
|
|
|
!
|
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disintegrative disorder typically occurs later than autism, involves a more dramatic loss of;skills
and is far less common. 1
Diagnosis of CDD is dependent on dramatic loss of previously acquired skills in t{lwo or
more of the following areas: language, social skills, play, motor skills (such as a dramatic decline
in the ability to walk, climb, grasp, etc), bowel or bladder control (despite previously being‘! toilet-
trained). The loss of developmental skills may be abrupt and take place over the course of days to

|

weeks or may be more gradual. ,

I

Pervasive Developmental Disorder - Not Otherwise Specified (PDD-NOS) |
Pervasive Developmental Disorder - Not Otherwise Specified (PDD-NOS) is an ASD that
describes patients exhibiting some, but not all, of the symptoms associated with other well Ideﬁned
ASDs. The key criteria for diagnosis of an ASD include -difficulty socializing with! others,
repetitive behaviors, and heightened sensitivities to certain stimuli. These are all found in the
ASDs described above. However, autism, Asperger syndrome, Rett syndrome and cﬁildhood
disintegrative disorder all have other features that enable their specific diagnosis. When;speciﬁc
diagnosis of one of these four disorders cannot be made, but ASD is apparent, a diag’nosis'of
PDD-NOS is made. Such a diagnosis may result from symptoms starting at a later age than is

applicable for other conditions in the spectrum. !'
!

Rett Syndrome |

Rett Syndrome (RTT) is a neurodevelopmental disorder that almost exclusively affects
females (1 in 10:000 live births). RTT is classified as an autism spectrum disorder (D;iagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition — Revised (DSM-IV-R).
Approximately 16,000 patients are currently affected by it in the U.S.A. (Re#t Syndrome(Research
Trust data). For a diagnosis of Rett syndrome, the following symptoms are characteristic:
impaired development from age 6-18 months; slowing of the rate of head growth sta%ting from
between age 3 months and 4 years; severely impaired language; repetitive and stereotypic hand
movements; and gait abnormalities, e.g. toe-walking or unsteady stiff-legged walk. T+ere are in
addition, a number of supportive criteria that may help diagnosis of Rett Syndrome, but are not
essential for a diagnosis. These include breathing difficulties, EEG abnonnalities;, seizures,
muscle rigidity and spasticity, scoliosis (curving of the spine), teeth-grinding, smallhands and
feet in relation to height, growth retardation, decreased body fat and muscle mass, abm%nnal sleep
patterns, irritability or agitation, chewing and/or swallowing difficulties, poor circulation and
constipation. {

The onset of RTT usually begins between 6-18 months of age with a kslowing of

development and growth rates. This is followed by a regression phase (typically in ch!ildren aged
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1-4 years of age), pseudo-stationary phase (2-10 years of age) and a subsequent progressive late
motor deterioration state. RTT symptoms include sudden deceleration of gro»%vth and regression
in language and motor skills including purposeful hand movements being replaced by
stereotypical movements, autistic features, panic-like attacks, sleep cycle disturbances, tremors,
seizures, respiratory dysfunctions (episodic apnea, hyperpnea), apraxia, dystonia, dyskinesia,
hypotonia, progressive kyphosis or scoliosis and severe cognitive impairment. Most RTT patients
survive into adulthood with severe disabilities and require 24-hour-a-day care.

Between 85% and 95% cases of RTT are reported to be caused by [a mutation of the
Mecp2 gene (Amir et al. 1999. Nat Genet 23:185-188; Rett Syndrome Research Trust) - a gene
encoding methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2). Mecp2 maps to the X-chromosome (location
Xq28) and for this reason, mutations to the gene in males are usually lethal. While RTT is a
genetic disorder, less than 1% of recorded cases are inherited; almost all mutations of Mecp2
occur de novo, with two thirds caused by mutations at 8 CpG. dinucleotides (R106, R133, T1358,
R168, R255, R270, R294 and R306) located on the third and fourth exons.

MeCP2 is a protein that binds methylated CpG dinucleotides to exert transcriptional

silencing of DNA in the CNS. The key effect of a reduction or absence of MeCP2 appears to be
an impairment of dendritic spine development and the formation of synapses. MeCP2 expression
appears to temporally correlate with brain maturation, explaining why symptoms typically appear

around 18 months of age.

Presenting Features Common to ASDs ‘

Taking the ASDs together, it is clear that there are commonalities in présenting symptoms
among all 5 forms. These common features are impairments in normal social competences, and
repetitive behaviours. In all but Asperger syndrome there is also a consistent presentation of
delayed intellectual development most commonly manifest as a shortfall in language skills.
Cognitive loss relative to normal parameters for the age is often quite marked in autism, Rett
Syndrome, CDD and PDD-NOS. The presence of epilepsy or abnormal actiYity in the EEG is
also common to autism, Fragile X Syndrome and Rett Syndrome. Epilepsy arises in situations of

|

abnormal neuronal connectivity. Impaired neuronal connectivity and deranged synaptic function
I

is a common feature of autism, Fragile X Syndrome and Rett Syndrome and of animal models of
|

these conditions. |

Genetic Models of ASD

To offer validity, animal models of ASDs must demonstrate similar| symptoms to the
clinical conditions and have a reasonable degree of face validity regarding the etiology of those

symptoms. It is known that classical autism may be caused by many| different genetic
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impairments and no single genetic defect is thought to account for mc:are than a few percent of
autism cases. Indeed, recent studies have revealed numerous de novo structural variations of
chromosome locations thought to underlie ASD, in addition to rare.inherited genetic defects
(Marshall et al, 2008; Sebat et al, 2007). Thus, copy number variation.(CNV), translocation and
inversion of gene sequences at 20 key sites or more, including 1p, 5q, 7q, 15q, 16p, 17p and Xaq,

have been mapped as ASD loci.

However, despite the polygenetic background underlying ASD, and the complexity of the
etiology, it is known that certain genetic defects can produce ASD. Some of the best
characterized defects arise from chromosomal aberrations of genes lhat code for a cluster of
postsynaptic density proteins, including neuroligin-3 (NLGN3), neuro]iLgin-4 (NLGN4), neurexin-
la (NRXN1) and shank3 (Sebat et al, 2007). Importantly, these defecfs point to altered synaptic
function and therefore disturbed neuronal connectivity as a final common pathway in autism and
related disorders (Minshew and Williams 2007 Arch Neurol. 64:945"-950; Gilman et al., 2011
Neuron. 70:898-907). Such connectivity deficits are reflected in morphological findings in post
mortem examination, which reveal increased dendritic spine density in autism (Hutsler and Zhang
2010 Brain Res. 1309:83-94). ‘

NLGN3 and NLGN4 are postsynaptic cell-adhesion molecules present in glutamatergic
synapses. They play a role in coordinating presynaptic contact to the‘ postsynaptic site and also
interact with the postsynaptic scaffolding protein shank3. Mutations to NLGN3 and NLGN4 have
been observed in the ASD population and account for perhaps 1% of all ASD cases (Lintas &
Persico, 2008). Jamain and colleagues first reported a missense to NLGN3 and a frameshift to
NLGN4 in two unrelated subjects, resulting in Asperger syndrome and classical autism
respectively (Jamain et al, 2003). While the incidence of NLGN3 or NLGN4 mutations in the

ASD population is low (indeed, no much mutations were observed in a study of 96 ASD patients

in a Canadian study; Gauthier et al, 2005), it has been confirmed| in preclinical studies that
neuroligin mutations can indeed produce of model of autistic sympt(;)ms. Thus, introduction to
mice of the same R451C missense to NLGN3 that has been reported clinically results in a mutant
mouse strain showing reduced social interaction and enhanced inhibitory synaptic transmission
(Tabuchi et al, 2007).

The R451C mutant therefore mouse represents a model for ASD based upon NLGN3
mutation. In this case, mutation at the R451 position of NLGN3 results in a 'gain-of-function’
mutation. ' |

In contrast, modeling the clinical mutation of NLGN4 in mice is achieved by a 'loss-of-

function' mutation of NLGN4 (a classical knockout model). In this model, mutant mice display a

~ social interaction deficit and reduced ultrasonic vocalizatio (Jamain et al, 2008).

Communication deficits are central to clinical ASDs and in the K NLGN4 knockout mice a
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reduction in ultrasonic vocalizations from male mice exposed to wild-type female counterparts
supports the face validity of the strain as a model of ASD. .

Presynaptic neurexin proteins induce postsynaptic diffe:j'entiation in opposing dendrites
through interactions with postsynaptic neuroligin counterparts. Mutations of the neurexin-la
(NRXN1) gene have been reported in numerous studies (Sebat e‘t al, 2007; Marshall et al, 2008;
Kim et al, 2008; Yan et al, 2008) and these have been obserde in the form of copy-number
variants. As with NLGN mutations, when a mutation of the NR?(NI gene is introduced to mice
(in the form of gene knockout), a mutant strain with certain ASD-like features is produced
(Etherton et al, 2009). These NRXN1 knockout mice show a decrease in hippocampal miniature
excitatory postsynaptic current (mEPSC) frequency and a decrea'ised input-output relationship of
evoked currents. These electrophysiological effects relate to decrlbased excitatory transmission in
the hippocampus. In addition to decreased excitatory neurotransn‘llission, NRXNI knockout mice
exhibit a decrease in pre-pulse inhibition, though social beha\:fiour appears to be unaffected
(Etherton et al, 2009). ‘1

Sharing certain features with the neurexin-NLGN trans-synaptic construct, cell adhesion
molecule 1 (CADMI) is an immunogolbulin family proteini present both pre- and post-
synaptically that is also involved in synaptic trans-cell adhesion |activity (Biederer et al, 2002).
Mutations to the CADM1 gene have been detected in ASD patients and appear to represent a
further possible cause of these conditions (Zhiling et al, 2008).

Analysis of CADMI1 knockout mice reveals that these animals show increased anxiety-

related behavior, impaired social interaction and impaired social memory and recognition. In
addition CADM1 knockout mice demonstrate poorer motor skills (Takayanagi et al, 2010). These
dysfunctions are again consistent with ASD symptomatology. .

22q13 deletion syndrome (also known as Phelan-McDermid Syndrome), is a rare genetic
disorder caused by a microdeletion at the q13.3 terminal end of chromosome 22. This
microdeletion is rarely uncovered by typical genetic screening and a fluorescence in situ
hybridization test is recommended to confirm the diagnosis. Recetlit work indicates the syndrome
is caused by errors in the gene shank3, a postsynaptic density protein critical for normal neuronal
functioning. Interestingly, errors in this gene have also been associated with ASD and 22q13
deletion syndrome can commonly lead to an ASD diagnosis (Durand et al, 2007; Moessner et al,
2007; Sykes et al, 2009). Given the close association of 22q=3 deletion syndrome and the
consequential diagnosis of ASD, a mutant mouse model of this mutation has been developed.

The shank3 knockout mouse exhibits several deficits that mirror ASD symptoms,

including reduced ultrasonic vocalizations (i.e.” diminished social communication) as well as

impaired social interaction time between mice. In addition,| these mice have impaired

hippocampal CAl excitatory transmission, measured by input-output relationship of evoked
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currents and impaired long-term potentiation (LTP). LTP is believed to be a physioloéical process
underlying memory formation and consolidation. Thus, the model exhibits a similar ﬁhenone to
the NLGN4 knockout, consistent with ASD.

As has been noted, 22q13 deletion syndrome itself is very rare. However, it provides
important information that involvement specific genes may have in the etiology of ASDs. In
addition to shank3, this disorder reveals a further possible gene defect in ASD. Of t\he 50 or so
cases of 22q13 deletion syndrome described, all but one have a gene deletion that exte-inds beyond
shank3 to include a further gene, known as the Islet Brain-2 gene (IB2) (Sebat et al, ;2007). The
IB2 protein interacts with many other proteins including MAP kinases and amyloi’ld precursor
protein, appears to influence protein trafficking in neurites, and is enriched at p'lostsynaptic
densities (Giza et al, 2010). Mice lacking the protein (1B2-/- knockout mice) exhibit impaired
social interaction (reduced social sniffing and interaction time), reduced exploration an%d cognitive
and motoric deficits (Giza et al, 2010). This behavioral phenotype was associated w‘ith reduced
exéitatory transmission in cerebellar cells. As with shank3 knockout, the phenot)]/pe of 1B2
mutation is therefore also consistent with ASD.

In addition to the animal models of postsynaptic density protein defects described above,
other monogenetic syndromes that share various features with ASDs can lead to al?tism offer
another avenue for drug targeting of ASD. An excellent example of this is Fragile X Sy\ndrome.

Fragile X Syndrome (FXS) is caused by the expansion of a single trinucle‘f)tide gene
sequence (CGG) on the X-chromosome that results in failure to express the protein co'ged by the
fmrl gene. FMRI (fragile X mental retardation 1) is a protein required for noninal neural
development. FXS can cause a child to have autism (Hagerman et al, 2010); in 216% of all
children diagnosed with autism the cause is FXS gene mutation. Moreover, approximate“y 30% of
FXS children have some degree of autism and a further 30% are diagnosed with l‘?DD-NOS
(Hagerman et al, 2010). Indeed, Fragile X Syndrome is the most common known single gene
cause of autism. FMR1 knockout mice have been developed as a model of FXS and, therefore, as
a further model of ASD. Knockout mutation of the FMR1 gene has been shown tol result in
neuronal connectivity deficits such as abnormal dendritic spine development and} pruning
(Comery et al, 1997), along with an associated dysregulation of dendritic scaf’fold’ proteins
(including shank1) and glutamate receptor subunits in postsynaptic densities (Schiitt et éfnl, 2009).
These effects on dendrite morphology results deficits in functional measures of connecti.\/ity such
as impaired LTP in the cortex and amygdala (Zhao et al, 2005) and hippocampus (Laut'lerbom et
al, 2007), as well as impaired c'ognition (Kreuger et al, 2011) and an enhancement 1in social
anxiety (Spencer et al, 2005). These connectivity deficits are mirrored in FXS patients, vaho show

enhanced dendritic spine density in post mortem analyses (Irwin et al., 2000 Cereb Cortex

10:1034-1048). This enhanced dendritic spine density is accompanied by immature synapses
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(Klemmer et al., 2011 J Biol Chem. 286:25495-25504), i.e. may represent a functionally
immature state. |

In contrast to the ASDs of autism, Asperger, CDD and PDD-NOS, Rett syndrome appears
to have an almost monogenetic basis and may be modeled in mice with good face validity. Rett
syndrome is thought be caused, in up to 96% of cases, by a defect in the Mecp2 ge%e (Zoghbi,
2005). As a result, MeCP2 knockout mutant mice provide an animal model with all th,L: hallmarks
of clinical Rett syndrome, with a phenotype showing some overlap with the NLGN4, ‘Ishank3 and
IB2 knockout models of ASD. Thus, MeCP2 knockout mice display a clear impairment in LTP in
the hippocampﬁs along with a corresponding decrease in social and spatial memory (N}oretti et al,
2006) and impaired object recognition (Schaevitz et al, 2010). This impairment in LTP is
accompanied by a decrease in dendritic spine density. Patients with Rett Syndrome show reduced
dendritic spine density (Belichenko et al., 1994 Neuroreport 5:1509-1513). ’

Thus, ASDs in human beings share many features of cognitive or dev%zlopmental
disorders in animals, including rodents. Therefore, studies of therapies of ASDs in ro‘idents such
as mice and rats are reasonably predictive of results obtained in human beings. A common
feature seen in autism, Fragile X Syndrome and Rett Syndrome is the presence oL‘ neuronal
connectivity deficits, reflected in either decreased dendritic spine density or enhanced dendritic

spine density with immature synapses. The functional consequences of these morbhological

changes are similar in animal models of these disorders, reflected as deficits in LTP, for]example.

Treatment of Clinical ASD and ASD Animal Models With G-2-MePE 1

As described above, a conserved pathology is observed in ASDs that comprises impaired
neurite development, impaired synaptic connectivity and a corresponding impairment in social
and cognitive functioning as a result. Such synaptic dysfunctions result from genetica‘ly altered
functions of postsynaptic density proteins. Normal neurite growth and postsynaptic de\‘felopment
may be regulated and augmented by growth factors such as brain derived ncurotropllﬂc factor
(BDNF; Chapleau et al, 2009) and insulin-like growth factor-t (IGF-1; Riikonen et al, 2006;
Tropea et al, 2009). Indeed, IGF-1 is essential for normal dendritic spine growth and synapse
formation (Cheng et al., 2003 J Neurosci Res. 73:1-9). Drugs that promote growth factor function

are therefore of use in the treatment of progressive developmental disorders such as ASbs. G-2-
MePE is a small molecule methylated analog of the terminal tripeptide of IGF-1, ]GF1(1|-3).' As
an IGF-1 mimetic analog, G-2-MePE exerts trophic and neuroprotective effects in varioﬁils animal
models. G-2-MePE is therefore effective at treating ASD symptoms such as those relating to
synaptic dysfunctions resulting from the gene mutations described above.

In clinical terms, ASD patients, presenting with .autism, Asperger syndrome, Rett

|
syndrome, childhood disintegrative disorder and PDD-NOS, as well as patients with 22q13
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deletion syndrome, Fragile X Syndrome and pathological demand avoidanclle are treated with G-2-
MePE. Patients exhibit social and communication impairments as welyiil as cognitive deficit.
Treatment with G-2-MePE, for example, on a daily basis and in another"g example, by the oral
route, is observed to induce an improvement in stereotypic repetitive movenl‘]lents, improved social

functioning and improved cognitive performance following drug treatment. ‘\

In animal models of ASDs, daily G-2-MePE treatment by oral gav\'iage or intraperitoneal
injection to knockout mice will improve ASD-like symptoms. G-2-MePE is effective in the
following ASD mutant mouse models: NLGN3 (R451C) mutant, NLGNZ‘} knockout, NRXNI1
knockout, CADM1 knockout; shank3 knockout, IB2 knockout, FMRI kr‘llockout and MeCP2
knockout. When administered sub-chronically (1-10 weeks) on a daily ‘!.basis, G-2-MePE is
effective at improving LTP in the hippocampus following burst stimu[atio\tﬁ or high frequency
stimulation. Similarly, G-2-MePE increases excitatory neurotransmission as measured by field
extracellular postsynaptic potential electrophysiological recordings in cortei\, hippocampus and
cerebellum. As a result of improved excitatory neurotransmission (reversal oflobserved ASD-like
neurotransmission deficit), G-2-MePE is observed to improve cognitive anl\i motoric outcome
tests of cognitive performance. Thus, G-2-MePE improves performance in the ‘\Morris water maze
and radial arm maze tests. In models of social interaction, G-2-MePE, adr\'pinistered to ASD
mutant mice, increases time spent by knockout males in social interaction with \lwild_—type females.
In addition, ultrasonic vocalizations to female wild type mice is increased. 111‘1l models in which
longevity is observed to be reduced in mutant mice compared to wild-type controls (such as the
MeCP2 knockout mouse model of Rett Syndrome), treatment with G-2-M<%PE increases the

lifespan of the animals. l\

G-2-MePE has be_en_fouhd to inhibit non-cpnvulsive seizures (NCS)l\‘ in animals with
hypoxic-ischemic injuries caused by middle cerebral artery occlusion (MCa0; U.S. Pat. No.
7,714,020; Lu et al., NNZ-2566, a glypromate analog, attenuates brain i‘lischemia-induced
nonconvulsive seizures in rats, ] Cerebral Blood Flow metabolism (2009) 1“.—9) and inhibits
neuroinflammation in animals with penetrating ballistic injury (pTBI;, Wei eé al.,, NNZ-2566
treatment inhibits neuroinflammation and pro-inflammatory cytokine expressllt'on induced by
experimental penetrating ballistic-like brain injury in rats, J. Neuroinﬂammation‘l(2009) 6:19, 1-
10). |

Our findings that G-2-MePE also are effective in treating Rett Syndrome“land ASDs, are
completely unexpected based on the prior art. This is because the NCS in the M‘.\CaO model is
caused by hypoxia-ischemia and the inflammatory cytokine expression in the pTBI model
is caused by penetrating trauma, both of which are acute insults that are \l'Tery different
from the chronic effects of MECP2 or other mutations on synaptic maturatior;\.

|
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Because G-2-MePE is a member of the compounds of GPE| analogs disclosed
herein, any of the disclosed compounds also can be effective in trefxting symptoms of
ASDs. Further, because compounds and methods of this invention ‘address underlying
neurological mechanisms (e.g., decrease neural inflammation by in‘hibiting release of
inflammatory cytokines), this invention can provide more than short-term management of
symptoms. Rather, compounds and methods of this invention can improve neural
function, promote neuronal cell migration, promote neurogenesis, promote neuronal stem

cell differentiation, promote axonal and dendritic outgrowth, and| promote synaptic

transmission, thereby relieving adverse symptoms of ASDs.

Compounds of the Invention
While the broadest definition of the invention is set out in th? Summary, certain
compounds of this invention are presently described.

In one aspect, this invention provides compounds of Formula 1 and Ferula 2:

Formula 1 Formula 2

where mis O or 1;

nisOorl;

X is H or —NR°R’;

Y is H, alkyl, —CO,R®, or —CONR’R’;

Z is H, alkyl, —CO,R® or —CONR‘R’;

R'is H, alkyl, or aralkyl;

R%, R?, and R* are independently H or alkyl;

each R’ is independently H, alkyl, or a fatty alcohol residue;
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each R® and R’ is independently H, alkyl, or aralkyl, or -NR°R’ is pyrr}olidino, piperidino, or
l

morpholino; !
or a lactone formed when a compound where Y is —CO»(alkyl) and i is —CO;H or where Y is

—_CO,H and Z is —COx(alkyl) is lactonized; ;
and the pharmaceutically acceptable salts thereof, 1

| ‘
provided that the compound is not GPE, N-Me-GPE, GPE amide, ARE, GPQ or a salt thereof.
I

In some aspects, this invention includes:

(a) the compounds are compounds of Formula 1;
(b) m is 0;
() nis l;

i
|
I
I
!
1
(d) at least one of X, Y, R', R%, R3, R*, and R® is not hydrogen; |
(&) X is—NR°R’; and (
() Y is—CO;R® or —CO,NR°R’; and 1’
(g  Zis—CO,R® or—CO,NRR’, 1

Other compounds of the invention are compounds of Form‘(ula 1 wherein X is -NR°R” and
R® and R’ are independently alkyl or aralkyl. The more preferred ljembodiment is a compound of
Formula I wherein X is -NR°R” and both R® and R” are alkyl. |

Yet another compound of the invention is G-2-MePE, a ccf)mpound of Formula | wherein
m is 0, n is 1, R1=R3=R4=H, R2 is methyl, X is NR°R” where IT'.6=R7=H, Y is CO;R® where R’
=H, Z is CO,R’ where R’ =H. |
' |
I
l

Pharmacology and Utility

Compounds of this invention can have anti-inflammatory, anti-apoptotic, anti-necrotic

and neuroprotective effects. Their activity in vivo can be m%asured by cell counts, specific

staining of desired markers, or by methods such as those discussed in Klempt ND et al: Hypoxia-

ischemia induces transforming growth factor B! mRNA in the infant rat brain. Molecular Brain.

Research: 13: 93-101. Their activity can also be measured in vl’itro using methods known in the
art or described herein. . f

Conditions affecting brain function become prevalent inflaging populations. Memory loss
and memory impairment are distressing to patients affected an%i their families. Memory loss or
impairment can result from normal aging, injury to the brain, neurodegenerative disease and
psychological or psychiatric dysfunctions. It is therefore of grea}t benefit to patients, their families
and to society that novel compounds are identified and characterized that enhance memory and/or
cognitive function, and treat or prevent memory loss or impairijent.

It is desirable to study effects of potential therapeutic aéents in animal systems. One such

useful system is the rat. It is known that with aging, rats an{id other animals (including human
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beings) can exhibit symptoms of memory loss, memory impairment and other cognitive
dysfunctions. Further, it is known that studies in rats of thera\llpeutic agents are predictive of
therapeutic effects in humans. Thus, studies of effects of GPE and G-2-MePE and cognitive
function in aging rats are reasonably predictive of therapeutic el;ffects of those agents in aging
human beings that have or are prone to acquiring memory deﬁcits“ or other cognitive dysfunction.
Compounds of this invention can enhance cognitive function and/or treat memory disorders. The
cognitive enhancing activity and therapeutic activity in vivo tlcan be measured by standard
neuropsychological or behavioral tests known to individuals skilled in the art. Such tests can be
chosen from a wide range of available tests described above, ali]d will vary depending on the
cognitive function to be tested and the condition of the animal. \

Standard behavioral tests useful for testing cognitive furiction in experimental animals
include but are not Iimite»d__‘to t_he Morris Water Maze test, passive ‘]avoidance response test, novel
object recognition test, olfactory discrimination test, the 8-arm radial maze test and the T-maze
test. These tests are directly applicable to studies of effects of GPE and G-2-MePE on cognitive
function in aging rats. : |

The compounds of this invention are also expected to have pharmacological and
therapeutic activities similar to those of GPE, and these activiti‘les may be measured by the
methods known in the art, and discussed in the documents cited herein, and by methods used for
measuring the activity of GPE. |

The therapeutic ratio of a compound can be determined, for example, by comparing the
dose that gives effective anti-inflammatory, anti-apoptotic and anti-necrotic activity in a suitable
in vivo model such as a hypoxic-ischemic injury (Sirimanne ES‘, Guan J, Williams CE and
Gluckman PD: Two models for determining the mechanisms of damifage and repair after hypoxic-
ischemic injury in the developing rat brain (Journal of Neuroscience I\‘lflethods: 55:7-14,1994) in a
suitable animal species such as the rat, with the dose that gives signiﬁc‘;ant observable side-effects in
the test animal species. |

The therapeutic ratio of a compound can also be determined, for example by comparing the
dose that gives effective cognitive function enhancement or treats a mefnory disorder in a suitable in
vivo model (Examples 4, 5 and 6 below) in a suitable animal species s\'uch as the rat, with the dose
that gives significant weight loss (or other observable side-effects) in the test animal species.

Compounds of this invention can be useful in treatment of a variety of neurodegenerative
disorders, including hypoxia/ischemia and neuronal degeneration (U.S. Pat. No. 7,041,314),
traumatic brain injury, motor disorders and seizures, stroke, and cl'lardiac artery bypass graft
surgery (U.S. Pat. No. 7,605,177), non-convulsive seizures (U.S. \Pat. No. 7,714,020), and
disorders of cognitive function (U.S. Appl. No. 12/903,844). Additionally, as described more

fully herein below, compounds of this invention can be useful fol' treating Rett Syndrome,
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inéluding prolonging life, increasing neuronal activity and treating seizures associated with l:{ett
Syndrome, |

In one study of Rett Syndrome in mice (using the MeCP2 knock-out model), GPE was
found to have effects to prolong life and increase neuronal function (U.S. Publication T:\lo.
2009/0099077). However, as disclosed further herein, GPE, being a naturally occurring peptide,
is rapidly degraded in vivo and in vitro, and its utility in chronic therapy of patients with l}(ett

Syndrome is therefore unclear.

Pharmaceutical Compositions and Administration

In general, compounds of this invention can be administered in therapeutically effective
amounts by any of the usual modes known in the art, either singly or in combination with at least
one other compound of this invention and/or at least one other conventional therapeutic agent for
the disease being treated. A therapeutically effective amount may vary widely depending on the

disease or injury, the severity of the disease, the age and relative health of the animal being

treated, the potency of the compound(s), and other factors. As anti-inflammatory, anti-apoptotic,
anti-necrotic, anti-neurodegenerative, therapeutically effective amounts of compounds of tlhis
invention can range from about 0.001 milligrams per kilogram (mg/kg) to about 100 (mg/kg)
mass of the animal, for example, about 0.1 to about 10 mg/kg, with lower doses such as about
0.001 to about 0.1 mg/Kg, e.g. about 0.01 mg/Kg, being appropriate for administration through the
cerebrospinal fluid, such as by intracerebroventricular administration, and higher doses such|as
about 1 to about 100 mg/Kg, e.g. about 10 mg/Kg, being appropriate for administration by metho|ds
such as oral, systemic (e.g. transdermal), or parenteral (e.g. intravenous) administration. A person
of ordinary skill in the art will be able without undue experimentation, having regard to that slliill
and this disclosure, to determine a therapeutically effective amount of a compound of this
invention for a given disease or injury.

In general, cbmpounds of this invention can be administered as pharmaceutical
compositions by one of the following routes: oral, topical, systemic (e.g. transdermal, intranalexl,
or by suppository), or parenteral (e.g. intramuscular, sﬁbcutaneous, or intravenous injection), iby
administration to the CNS (e.g. by intraspinal or intercisternal injection); by implantation, and f‘)y
infusion through such devices as osmotic pumps, implantable pumps, transdermal patches, and
the like. Compositions can take the form of tablets, pills, capsules, semisolids, powders, sustained
release formulation, solutions, suspensions, elixirs, aerosols, soluble gels or any other appropriqte
compositions; and comprise at least one compound of this invention in combination with at least
one pharmaceutically acceptable or physiological acceptable excipient. Suitable excipients are
well known to persons of ordinary skill in the art, and they, and the methods of formulating the

compositions, may be found in such standard references as Gennaro AR: Remington: The Scien$e
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and Practice of Phanﬁacy, 20" ed., Lippincott, Williams & Wilkins, 2000. Suitable liquid carriers,

especially for injectable solutions, include water, aqueous saline solution, aqueous| dextrose

solution, glycols, and the like, with isotonic solutions being preferred for intravenous, intraspinal,
and intracisternal administration and vehicles such as artificial cerebrospinal fluid being also
especially suitable for administration of the compound to the CNS. The above text is expressly
incorporated herein fully by reference. i
Compounds of this invention can be administered orally, in tablets or capsules.i In some
embodiments, compounds of this invention can be prepared in water-in-oil emulsions il‘% the form
of microemulsions, coarse emulsions, liquid crystals, or nanocapsules (U.S. Appl. No.

12/283,684, now U.S. Pat. No. 7,887,839 issued February 15, 2011). Because compounds of this

invention can have substantial oral bioavailability, they can be advantageously|used for

convenient and chronic administration. Additionally, orally available compositions include
soluble hydrogels containing active compounds, thus permitting oral administration of
neuroprotective compounds without the need for a patient to swallow a tablet or capsule. Such
slow-release materials and gels are known in the art.

Compounds of this invention can be administered after or before onset of a condition that
is likely to result in neurodegeneration or a symptom thereof. For example, it is known that
hypoxia/ischemia can occur during coronary artery bypass graft (CABG) surgery. Thus, a patient
can be pre-treated with a compound of this invention before being placed on an extracorporeal
oxygenation system. In some embodiments, it can be desirable to administer a compound of this
invention beginning about 4 hours before surgery or before an event that is likely to lead to
traumatic or other neurological injury. In other embodiiments, it can be desirable to infuse a
compound of this invention during the surgery or during a surgical procedure to repair a
neurological injury. Compounds of this invention can also be used in emergency situations, for
example in a patient that has just experienced a stroke, hypoxic event, traumatic brai injury or

other acute insult. In such situations, a compound of this invention can be administered

immediately after a diagnosis of neural injury is made.

In some situations, kits containing compound of this invention can be prepared in advance

of use in the field. A kit can contain a vial containing a compound of the invention in a
pharmaceutically acceptable formulation (e.g., for injection or oral administration), aléng with a
syringe or other delivery device, and instructions for use. In situations in which a|seizure is
diagnosed, a compound of this invention can be administered along with an anticonvulsgnt. Many
anticonvulsants are known in the art and need not be described in detail herein.

Additionally, “secondary” neurological injuries can occur after a primary insult such as a
traumatic injury, stroke or surgical procedure. For‘example, after a stroke, penetrating brain

injury or a CABG procedure, inflammation of neural tissue can lead to neurodegeneration.
\
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Sécondary injuries can be reflected by increased activation of inflammatory cells (e.g., astrocytes

and/or microglia), and actions of inflammatory mediators can cause neurological damage. Thus,
in some embodiments, it can be desirable to administer a compouﬁd of this invention for periods
beginning before the insult, to up to about 100 hours after the insult. In other embodiments, it can
be desirable to administer a compound of this invention beginning before the insult, during the
insult and after the insult, either continuously, as an infusion, or ir!1 discrete doses separated by a
desired time interval. . [

Compounds of this invention can also be suitably adminlistered by a sustained-release
system or gel material with G-2-MePE incorporated therein. Suitable examples of sustained-
release compositions include semi-permeable polymer matrices il‘] the form of shaped articles,
e.g., films, or microcapsules. Sustained-release matrices include polylactides (U.S. Pat. No.
3,773,919; EP 58,481), copolymers of L-glutamic acid and gammaI ethyl-L-glutamate (Sidman et

al., 1983), poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (Langer et al., 1981), ethylene vinyl acetate (Langer

et al., supra), or poly-D-(-)-3-hydroxybutyric acid (EP 133,988). Additionally, gel compositions
based on polysaccharides (e.g., carboxymethyl cellulose, carboxyethyl cellulose, chitosan or other
cellulose derivatives) and polyethylene oxide derivatives (e.g., polyethylene glycols) can be used
used. These gel compositions are soluble in aqueous solutions, are biocompatible, non-toxic and
therefore can be used for administering compounds of this invention to any mucosal surface,
including the oral cavity, nasopharynx, urogenital tract, intestine or rectum.

Sustained-release compositions also include a liposomally entrapped compound.
Liposomes containing the compound are prepared by methods known per se: DE 3,218,121,
Epstein et al., 1985; Hwang et al., 1980; EP 52,322; EP 36,676; EP 88,046; EP 143,949; EP
142,641; Japanese Pat. Appin. 83-118008; U.S. Pat. Nos. 4,485,04’5 and 4,544,545; and EP 102,

324. Ordinarily, liposomes are of the small (from or about 200 to 800 Angstroms) unilamellar

type in which the lipid content is greater than about 30 mole per'cent cholesterol, the selected
proportion being adjusted for the most efficacious therapy. Ea}ch and every of the above-
identified publications is expressly herein incorporated fully by reference, as if each had been
separately so incorporated.

Compounds of this invention can also be attached to polyethylene glycol (“PEGylated”)
to increase their lifetime in vivo, based on, e.g., the conjugate technology described in WO
95/32003. )

Desirably, if possible, when administered as an anti-inflammatory, an anti-apoptotic
agent, an anti-necrotic agent, or an anti-neurodegenerative agent, compounds of this invention can
be administered orally. The amount of a compound of this inventioh in the composition can vary
widely depending on the type of composition, size of a unit dosage, kind of excipients, and other

factors well known to those of ordinary skill in the art. In general, the final composition can
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co'mprise from about 0.0001 percent by weight (% w) to about 10% w of the compound of this
invention, preferably about 0.001% w to about 1% w, with the remainder being an excipient or
excipients.

A composition may optionally contain, in addition to a compound of this invention, at
least one agent selected from, for example, growth factors and as‘sociated derivatives (insulin-like
growth factor-1 (IGF-I), insulin-like growth factor-Il (IGF-II),

activin, growth hormone, nerve growth factor, brain-derived neu'rotrophic factor (BDNF), growth

transforming growth factor-p1,

hormone binding protein, 1GF-binding proteins (especially lG‘FBP-3), basic fibroblast growth
factor, acidic fibroblast growth factor, the hst/Kfgk gene p;roduct, FGF-3, FGF-4, FGF-6,
keratinocyte growth factor, androgen-induced growth factor. Additional members of the FGF
family include, for example, int-2, fibroblast growth factor homdlogous factor-1 (FHF-1), FHF-2,
FHF-3 and FHF-4, karatinocyte growth factor 2, glial-activating factor, FGF-10 and FGF-16,
ciliary neurotrophic factor, brain derived growth factor, neurétrophin 3, neurotrophin 4, bone
morphogenetic protein 2 (BMP-2), glial-cell line derived neuro?trophic factor, activity-dependant
neurotrophic factor, cytokine leukaemia inhibiting factor, oncos‘itatin M, interleukin), a-, B-, y-, or
consensus interferon, and TNF-c. Other forms of neuroprotect%ve therapeutic agents include, for
example, clomethiazole; kynurenic acid, Semax, tacrolimus, L-lthreo-l—phenyl-2-decanoylamino-
3-morpholino-1-propanol, andrenocorticotropin-(4-9) analog [ORG 2766] and dizolcipine (MK-
801), selegiline; glutamate antagonists such as mematine (Namenda) NPS1506, GV1505260,
MK-801, GV 150526; AMPA antagonists such, as 2,3-dihydroxy-6-nitro-
7-sulfamoylbenzo(f)quinoxaline (NBQX), LY303070 and LYv‘300|64; anti-inflammatory agents
directed against the addressin. MAdCAM-1 and/or its integri|‘1 a4 receptors (4Bl and a4p7),
such as anti-MAdCAM-1mAb MECA-367 (ATCC accessi?n no. HB-9478). Combination
therapy with metabotropic glutamate receptor antagonists suc‘-h as fenobam may also be useful.
Also, in addition to a compound of this invention, a composition may include a selective
serotonin reuptake inhibitor such as fluoxetine, a selective norllepinephine reuptake inhibitor such

as viloxazine, or an atypical anti-psychotic such as risperidon:e. Most of these agents, especially

the peptides such as the growth factors, etc., are not orally active, and will require administration

by injection or infusion. |
|
Preparation of Compositions (

The starting materials and reagents used in prepa,ilring these compounds are either
available from commercial suppliers such as Aldrich Chen‘Lical Company (Milwaukee, Wis.),
Bachem (Torrance, Calif.), Sigma (St.Louis, Mo.), or are preéared by methods well known to the
person of ordinary skill in the art following procedures descri‘!bed in such references as Fieser and

Fieser’s Reagents for Organic Synthesis, vols 1-.1 7, John Wilq!y and Sons, New York, N.Y., 1991;

23

l
1
|
i
1
:
|



PCT/US2012/000047

WO 2012/102832

10

15

20

25

30

35

Rodd’s Chemistry of Carbon Compounds, vols. 1-5 and supplements, Elsevier Science
Publishers, 1989; Organic Reactions, vols. 1-40, John Wiley and Sons, New York, N.Y., 1991;
March J; Advanced Organic Chemistry, 4™ ed. John Wiley and Sons, New York, N.Y., 1992; and
Larock: Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers, 1989. In most instances,
amino acids and their esters or amides, and protected amino acids, are widely commercially
available; and the preparation of modified amino acids and their amides or esters are extensively
described in the chemical and biochemical literature and thus well-known to persons of ordinary
skill in the art. For example, N-pyrrolidineacetic acid is described in Dega-Szafran Z and

Pryzbylak R. Synthesis, IR, and NMR studies of zwitterionic a-(1-pyrrolidine)alkanocarboxylic

piperidineacetic acid is described in Matsuda O, Ito S, and Sekiya M. Reaction of N-
(alkoxymethyl)dialkylamines and N,N'-methylenebisdialkylamines with isocyanides. Chem.
Pharm. Bull.: 23(1), 219-221, 1975. Each of the above-identified publications is herein expressly
incorporated fully by reference as though individually so incorporated.

Starting materials, intermediates, and compounds of this invention may be isolated and
purified using conventional techniques, including filtration, distillation, crystallization,
chromatography, and the like. They may be characterized using conventional methods, including

physical constants and spectral data.
Compounds of this invention may be prepared by the methods described below and as

given in the Examples.
Compounds of Formula 1 are analogs of GPE, or modifications thereof, such as esters or
amides. In general, they may be prepared by methods such as are already well-known to persons

of ordinary skill in the art of peptide and modified peptide synthesis, following the reaction

schemes set forth in the FIGs 1-11 accompanying this specification, or by following other

methods well-known to those of ordinary skill in the art of the synthesis of peptides and analogs.
Conveniently, synthetic production of the polypeptides of the invention may be according
to the solid-phase synthetic method described by Merrifield.et al. Solid phase peptide synthesis. .
The synthesis of a tetrapeptide: J. Amer. Chem. Soc.: 85, 2149-2156, 1963. This technique is well
understood and is a common method for preparation of peptides. The general concept of this ’
method depends on attachment of the first amino acid of the chain to a solid polymer by a{‘
covalent bond. Succeeding protected amino acids are added, one at a time (stepwise strategy), or i
in blocks (segment strategy), until the desired sequence is assembled. Finally, the protected {
peptide is removed from the solid resin support and the protecting groups are cleaved off. By this}

procedure, reagents and by-products are removed by filtration, thus eliminating the necessity.of f

purifying intermediaries.
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Amino acids may be attached to any suitable polymer as a resin. The resin must contain a |
functional group to which the first protected amino acid can be firmly linked by a covalent bond. l
Various polymers are suitable for this purpose, such as cellulose, polyvinyl alcohol, f
polymethylmethacrylate and polystyrene. Suitable resins are commercially available and well [
known to those of skill in.the art. Appropriate protective groups usable in such synthesis include
tert-butyloxycarbonyl (BOC), benzyl (Bzl), t-amyloxycarbonyl (Aoc), tosyl (Tos), o-bromo- \
phenylmethoxycarbonyl (BrZ), 2,6-dichlorobenzy! (BzICl,), and phenylmethoxycarbonyl (Z or |
CBZ). Additional protective groups are identified in Merrifield, cited above, as well as in I
McOmie JEW: Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press, New York, 1973, both
references expressly incorporated fully herein. -

General procedures for preparing peptides of this invention involve initially attaching a]
carboxyl-terminal protected amino acid to the resin. After attachment the resin is filtered, washed
and the protecting group (desirably BOC) on the I-amino group of the carboxyl-terminal amino’
acid is removed. The removal of this protecting group must take place, of course, without
breaking the bond between that amino acid and the resin. The next amino, and if necessary, sidef
chain protected amino acid, is then coupled to the free I-amino group of the amino acid on the¢
resin. This coupling takes place by the formation of an amide bond between the free carboxy%ll
group of the second amino acid and the amino group of the first amino acid attached to the resin.
This sequence of events is repeated with successive amino acids until all amino acids are attache?
to the resin. Finally, the protected peptide is cleaved from the resin and the protecting groups
removed to reveal the desired peptide. The cleavage techniques used to separate the peptide from
the resin and to remove the protecting groups depend upon the selection of resin and protectin’g
groups and are known to those familiar with the art of peptide synthesis. -

Alternative techniques for peptide synthesis are described in Bodanszky et al, Pepti?e
Synthesis, 2nd ed, John Wiley and Sons, New York, 1976. For example, the. peptides of the
invention may also be synthesized using standard solution peptide synthesis methodol_ogiés,
involving either stepwise or block coupling of amino acids or peptide fragments using chemical ’or
enzymatic methods of amide bond formation. (See, e.g., H. D. Jakubke in The Peptides, Analys"s,
Synthesis, Biology, Academic Press, New York, 1987, p. 103-165; J. D. Glass, ibid., pp. 167-1 8‘4;
and European Patent 0324659 A2, describing enzymatic peptide synthesis methods.) These
solution synthesis methods are well known in the art. Each of the above-identified publications| is
expressly incorporated herein fully by reference as though individually so incorporated. |

bre
I

Commercial peptide synthesizers, such as the Applied Biosystems Model 430A,

available for the practice of these methods.
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A person of ordinary skill in the art will not have to undertake undue experimentatic;m,
taking account of that skill and the knowledge available, and of this disclosure, in developing (}I»ne
or more suitable synthetic methods for compounds of this invention. j
For example, analogs in which the glycine residue of GPE is replaced by an altematfive
amino acid, or by a non-amino acid, may conveniently be prepared by the preparation of aj C-
protected proline-glutamic acid dipeptide (such as the dibenzyl ester), and coupling that dipeptide
with an N-protected glycine analog, such as BOC-N-methylglycine, BOC-L-valine,; N-
pyrrolidineacetic acid, and the like, followed by deprotection, as illustrated in FIGs. 2 an:d 3.
Analogs in which the glutamic acid residue of GPE is replaced by an alternative amino acid or an
amino acid amide or ester may conveniently be prepared by the preparation of an N-protected
glycine-L-proline dipeptide (such as BOC-glycyl-L-proline), and coupling that dipeptide w;ith a
C-protected glutamic acid or analog thereof, such as tert-butyl y-aminobutyrate, methyl 4-amino-
4-dimethylcarbamoy!butyrate, L-glutamine methy! ester, dimethyl [-methylglutamate,| etc.
Lactones may be prepared by the preparation of an appropriate mono-acid-mono-ester derivlative
and reduction Analogs in which R? is alkyl may conveniently be prepared simply by use of the
appropriate 2-alkylproline in the synthesis, and similarly analogs in which R} is alkyll may
conveniently be prepared by the use of the appropriate N-alkylglutamic acid or analog %n the
synthesis. Where modifications are to be made to two or more amino acids, the com’lpling
techniques will still be the same, with just more than one modified amino acid or analog|being
used in the synthesis. The choice of appropriate protecting groups for the method chosen '('solid-
phase or solution-phase), and of appropriate substrates if solid-phase synthesis is used, will be

1
within the skill of a person of ordinary skill in the art. [

Compounds of Formula 2 may be prepared from suitably protected 5-oxo-L-pro"'Iine or
analogs or derivatives thereof, following methods such as the coupling of the proline cdrboxyl
group with a protected glutamic acid or analog or derivative to give an analog of intermediate A
of FIG. 2, comparable to the coupling reaction shown in FIG. 2, and then alkylat#ng the
pyrrolidine nitrogen with a group of the formula A----(CHp)p---CH(R')---CH,R, protected at A if
necessary, where R is a leaving group under alkylation conditions. Alternatively, the suitably
protected S-oxo-L-proline may first by alkylated at the pyrrolidine nitrogen to give an ar}alog of
intermediate B of FIG. 4, and then coupling this with a suitably protected glutamic acid or analog
or derivative in the manner shown in FIGs. 4 though 9. 11

EXAMPLES ’(

The following examples are intended to illustrate embodiments of this invention] and are

not intended to limit the scope to these specific examples. Persons of ordinary skill in the art can

l

apply the disclosures and teachings presented herein to develop other embodiments witho{ut undue

|
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experimentation and with a likelihood of success. All such embodiments are considered part of

this invention.

Example 1: Synthesis of V,/N-Dimethylglycyl-L-prolyl)-L-glutamic acid
The following non-limiting example illustrates the synthesis of a compound of the

invention, N,N-Dimethylglycyl-L-prolyl-L-glutamic acid

H,N
OH 2 \/COZBn EtOCOCI H
N + 2 —_—— N\/COZB"
( —\ Et;N ’I* z
BOC O =
° CO,8n BOC ©O
BOC = BuOCO C0,Bn

l TFA

All starting materials and other reagents were purchased from Aldrich; BOC=tert-butoxycarbonyl;

Bn=benzyl.

BOC-L-proline-(f-benzyl)-L-glutamic acid benzyl ester

To a solution of BOC-proline [Anderson GW and McGregor AC: J. Amer. C‘ em. Soc.:
79, 6810, 1994] (10 mmol) in dichloromethane (50 ml), cooled to 0°C, was added triethylamine
(1.39 ml, 10 mmol) and ethyl chloroformate (0.96 ml, 10 mmol). The resultant m%xture was
stirred at 0 °C for 30 minutes, A solution of dibenzyl-L-glutamate (10 mmol) was then {added and
the mixture stirred at 0° C for 2 hours then warmed to room temperature and stirred 'overnight.
The reaction mixture was washéd with aqueous sodium bicarbonate and citric acid (2 mfol Iy then
dried (MgSQO,) and concentrated at reduced pressure to give BOC-L-proline-L-qut'amic acid
dibenzyl ester (5.0 g, 95%). ‘
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L-proline-L-glutamic acid dibenzyl ester |
A solution of BOC-L-glutamyl-L-proline dibenzyl ester (3.4 g, 10 mmol), cooled to 01' °C,
was treated with trifluoroacetic acid (25 ml) for 2 h. at room temperature. After removal of the
S volatiles at reduced pressure the residue was triturated with ether to give L-prolinc-L-gluté:lmic

acid dibenzyl ester.

N,N-Dimethylglycyl-L-prolyl-L-glutamic acid

A solution of dicyclohexylcarbodiimide (10.3 mmol) in dichloromethane (10 ml): was

10  added to a stirred and cooled (0 °C) solution of L-proline-L-glutamic acid dibenzyl ester (10
mmol), N,N-dimethylglycine (10 mmol) and triethylamine (10.3 mmol) in dichloromethaner (30

ml). The mixture was stirred at 0°C overnight and then at room temperature for 3 h. After
filtration, the filtrate was evaporated at reduced pressure. The resulting crude dibenzyl ester was

dissolved in a mixture of ethyl acetate (30 ml) and methanol (30 ml) containing 10% pal]adiuﬁ on

15  charcoal (0.5 g) then hydrogenated at room temperature and pressure until the uptake of hydrogen
ceased. The filtered solution was evaporated and the residue recrystallised from ethyl acetéte to
yield the tripeptide derivative.

It can be appreciated that following the method of the Examples, and using alternative

amino acids or their amides or esters, will yield other compounds of Formula 1.

28
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Ez;mple 2: Synthesis of Glycyl-L-2-Methyl-L-Prolyl-L-Glutamate

Glycyl-L-2-Methylprolyl-L-Glutamic Acid (G-2M ePE)

‘\\\M e
< OH B e —

N N
H

COOH

H
OMe + BnO,C—N___

(L)-2-methylproline 1 2 3

\Me \\Me H2aN CO,Bn
U7 _oMe M oH ~
3 N N : ER
N % ’ N
H

(iit)
i . o +
[ o} i
CO;"Bn
NHCO
28n NHCO,Bn .pTsOH
L 4 —J 5 6

.\‘\\M € H 5 a .\\\\\M e H
(iv) i ) N H
—_— o £ — o =
Og\ \I 0% \|V
a
COan N

CO,H

|
7 G-2MePE: R = H (73:27 transicis)
8: R = CH3

Scheme | Reagents, conditions and yields: (i) SOCl;, MeOH, 79 °C, N, 24 h (104%); (11) EgN,
DCC, CH,Cly, 0 °C to RT, Ny, 20 h; (iii) 1M aq. NaOH, 1,4-dioxane, 19 h (60%, 2 steps); (iv) E4N,
BoPCIl, CH,Cls, RT, Ny, 17 h (89%). (v) Hj, 10% Pd/C, 91:9 MeOH-H,0, RT, 23 h (86%).

L-2-Methylproline and L-glutamic acid dibenzyl ester p-toluenesulphonate were
purchased from Bachem, N-benzyloxycarbonyl-glycine from Acros Organics and bis(2-oxo-3-
oxazolidinyl)phosphinic chloride (BoPCl, 97%) from Aldrich Chem. Co.

Methyl L-2-methylprolinate hydrochloride 2

Thiony! chloride (5.84 cm’®, 80.1 mmol) was cautiously added dropwise to a stirred
solution of (L)-2-methylproline 1 (0.43 g, 3.33 mmol) in anhydrous methanol (30 cm’) at -5 °|C

. . . |
under an atmosphere of nitrogen. The reaction mixture was heated under reflux for 24 h, and the
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resultant pale yellow-coloured solution was concentrated to dryness in vacuo. The residue was
dissolved in a 1:1 mixture of methanol and toluene (30 cm’) then concentrated to dryne'?ss to
remove residual thionyl chloride. This procedure was repeated twice more, yielding hydrochlioride
2 (0.62 g, 104%) as an hygroscopic, spectroscopically pure, off-white solid: mp 127-131 °Cj [a]p
-59.8 (¢ 0.24 in CH,CL); Vmae (filmyem™ 3579, 3398 br, 2885, 2717, 2681, 2623, 2507, 1743,
1584, 1447, 1432, 1374, 1317, 1294, 1237, 1212, 1172, 1123, 981, 894, 861 and 764; &((300
MHz; CDCl;; Me,Si) 1.88 (3H, s, Proa-CH;), 1.70-2.30 (3H, br m, Prof-H,Hg and Proy-H,),
2.30-2.60 (1H, br m, ProP-HxHj), 3.40-3.84 (2H, br m, Prod-Hy), 3.87 (3H, s, COZCH3),’9.43
(1H, br s, NH) and 10.49 (1H, br s, HCI); & (75 MHz; CDCI;) 21.1 (CH;, Proa-CH3), 22.4 (CH,,
Proy-C), 35.6 (CH,, ProB-C), 45.2 (CH,, Prod-C), 53.7 (CHs, CO,CH3), 68.4 (quat., Proa-Cl) and
170.7 (quat., CO): m/z (FAB+) 323.1745 [My.H**CLH": (C;H3NO,),. H*CI.H requires 323.1738]
and 325.1718 [M,.H’CLH": (C;H;3NO,),. H'CLH requires 325.1708].

N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-2-methylproline S
Anhydrous triethylamine (0.45 cm’, 3.23 mmol) was added dropwise to a mixture of
methyl L-2-methylprolinate hydrochloride 2 (0.42 g, 2.34 mmol) and N-bénzyloxycarb onyl-
glycine (98.5%) 3 (0.52 g, 2.45 mmol) in methylene chloride (16 cm’), at 0 °C, undér an

atmosphere of nitrogen. The resultant solution was stirred for 20 min and a solution of] I,3-

dicyclohexylcarbodiimide (0.56 g, 2.71 mmol) in methylene chloride (8 cm’) at 0 °C was added
dropwise and the reaction mixture was warmed to room temperature and stirred for a further 20 h.
The resultant white mixture-was filtered through a Celite” pad to partially remove |1,3-
dicyclohexylurea, and the pad was washed with methylene chloride (50 cm’). The ﬁltrate‘was
washed successively with 10% aqueous hydrochloric acid (50 cm’) and saturated aqueous sodium
hydrogen carbonate (50 cm’), dried (MgS0,), filtered, and concentrated to dryness in vacuo.

Further purification of the residue by flash column chromatography (35 g SiO,; 30-70% ethyl

acetate — hexane; gradient elution) afforded tentatively methyl N-benzyloxycarbonyl-glycyl-L-2-
methylprolinate 4 (0.56 g), containing 1,3-dicyclohexylurea, as a white semi-solid: Ry 0.65
(EtOAc);, m/z (EI+) 334.1534 (M'. C;;HpN,Os requires 334.1529) and 224 (‘1,3-
dicyclohexylurea). ‘J

To a solution of impure prolinate 4 (0.56 g, ca. 1.67 mmol) in 1,4-dioxane (33 cm3)J1was
added dropwise 1M aqueous sodium hydroxide (10 cm’, 10 mmol) and the mixture was stirred for
19 h at room temperature. Methylene chloride (100 cm®) was then added and the organic layer
extracted with saturated aqueous sodium hydrogen carbonate (2 x 100 cm’). The comb?ned
aqueous layers were carefully acidified with hydrochloric acid (32%), extracted with methylene

chloride (2 x 100 cm’), and the combined organic layers dried (MgSOQ,), filtered, and
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concentrated to dryness in vacuo. Purification of the ensuing residue (‘0 47 g) by flash column
chromatography (17 g SiOy; 50% ethyl acetate — hexane to 30% methanol ~ dichloromethan'e

gradient elution) gave N-protected dipeptide 5 (0.45 g, 60%) as a white foam in two steps from

hydrochloride 2. Dipeptide 5 was shown to be exclusively the trans-orientated conformer ’by

NMR analysis: Ry 0.50 (20% MeOH - CH,CL); [a)p -62.3 (¢ 0.20 in CH,CLL); Vinax (f'llm)/cr’?h'l

3583, 3324 br, 2980, 2942, 1722, 1649, 1529, 1454, 1432, 1373, 1337, 1251, 1219, 1179, 1053,
1027, 965, 912, 735 and 698; &; (300 MHz; CDCl;; Me,Si) 1.59 (3H, s, Proa-CH;), 1.89 (lPi, 6
lines, J 18.8, 6.2 and 6.2, ProB-H,Hg), 2.01 (2H, dtt, J18.7, 6.2 and 6.2, Proy-H,), 2.25-2.40 (l'llH,
m, ProB-HaHp), 3.54 (2H, t, J 6.6, Prod-H,), 3.89 (1H, dd, J 17.1 and 3.9, Glya-H,Hs), 4.04 ('rll H,
dd, J17.2 and 5.3, Glya-HaHp), 5.11 (2H, s, OCH,Ph), 5.84 (1H, brt, /4.2, N-H), 7.22-7.43 I(ISH,
m, Ph) and 7.89 (1H, br s, -COOH); & (75 MHz; CDCl3) 21.3 (CHs, Proa-CH3), 23.8 (CH,, I}"roy—
C), 38.2 (CH,, ProB-C), 43.6 (CH,, Glya-C), 47.2 (CHy, Prod-C), 66.7 (quat, Proa-C), 66.8 (("CHZ,
OCH,Ph), 127.9 (CH, Ph), 127.9 (CH, Ph), 128.4, (CH, Ph), 136.4 (quat., Ph), 156.4 (g?,]uat.,

NCO,), 167.5 (quat., Gly-CON) and 176.7 (quat., CO); m/z (El+) 320.1368 M". C.6H2?‘;N205
|

requires 320.1372). |
| |
Dibenzyl N-benzyloxycarbonyl-glycyl-L-2-methylprolyl-L-glutamate 7 ,ll
Triethylamine (0.50 cm’, 3.59 mmol) was added dropwise to a solution of dipef)tide
(0.36 g, 1.12 mmol) and L-glutamic acid dibenzyl ester p-toluenesulphonate 6 0.73 é, 1.46
mmol) in methylene chloride (60 cm®) under nitrogen at room temperature, and the r‘eactlon
mixture stirred for 10 min. Bis(2-oxo-3-oxazolidiny!)phosphinic chloride (BoPCl 97%) (0 37 g,
1.41 mmol) was added and the colourless solution stirred for 17 h. The methylene chlorlde
solution was washed successively with 10% aqueous hydrochloric acid (50 cm %) and siaturated
aqueous sodium hydrogen carbonate (50 cm’), dried (MgSOy), filtered, and evaporated to dryness
in vacuo. Purification of the resultant residue by repeated (2x) flash column chromatograp’lhy (24
SiO;; 30-70% ethyl acetate — hexane; gradient elution) yielded fully protected tripeptide '1/' 0.63 g,
89%) as a colourless oil. Trlpeptlde 7 was shown to be exclusively the trans-orientated conformer
by NMR analysis: R¢ 0.55 (EtOAc); [a]p -41.9 (¢ O. 29 in CH,ClL); Viax (flm)/cm 3583‘ 3353 br,
2950, 1734, 1660, 1521, 1499, 1454, 1429, 1257, 1214, 1188, 1166, 1051, 911, 737 and 697; S
(400 MHz; CDCls; Me,Si) 1.64 (3H, s, Proa-CH3), 1.72 (1H, dt, J 12.8, 7.6 and 7.6, PrpB-HAHB),
1.92 (2H, 5 lines, J 6.7, Proy-Hy), 2.04 (1H, 6 lines, J 7.3 GluB-H,Hs), 217227 (1 H‘i m, Glu-
HaHy), 2.35-2.51 (3H, m, ProB-HaHjp and Gluy-H,), 3.37-3.57 (2H, m, Prod-H,), 3.90;(IH, dd, J
17.0 and 3.6, Glya-H,Hg), 4.00 (1H, dd, J 17.1 and 5.1, Glya-HaH3), 4.56 (1H, td, J 7.7 and 4.9,
Glua-H), 5.05-5.20 (6H, m, 3 x OCH,Ph), 5.66-5.72 (1H, br m, Gly-NH), 7.26-7.37 (£5H, m, 3 x
Ph) and 7.44 (IH, d, J 7.2, Glu-NH); & (100 MHz; CDCl3) 21.9 (CH;, Proa-CH;),I‘l 23.4 (CH,,
,‘l
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Pr;)y-C), 26.6 (CH3, Glup-C), 30.1 (CH,, Gluy-C), 38.3 (CH,, Prop-C), 43.9 (CH,, Glya-C), 47.6
(CH,, Prod-C), 52.2 (CH, Glua-C), 66.4 (CH,;, OCH,Ph), 66.8 (CH,, OCH,Ph), 67.1 (CH,,
OCH,Ph), 68.2 (quat, Proa-C), 127.9 (CH, Ph), 128.0 (CH, Ph), 128.1, (CH, Ph), 128.2, (CH, Ph),
128.2, (CH, Ph), 128.3, (CH, Ph), 128.4, (CH, Ph), 128.5, (CH, Ph), 128.5, (CH, Ph), 135.2 (quat., |
Ph), 135.7 (quat., Ph), 136.4 (quat., Ph), 156.1 (quat., NCO,), 167.3 (quat., Gly-CO), 171.4 (quat.,
CO), 172.9 (quat., CO) and 173.4 (quat., CO); m/z (FAB+) 630.2809 (MH". C35sH4oN;03 requires
630.2815). i

Glycyl-L-2-methylprolyl-L-glutamic acid (G-2-MePE)

A mixture of the protected tripeptide 7 (0.63 g, 1.00 mmol) and 10 wt. % palladium on
activated carbon (0.32 g, 0.30 mmol) in 91:9 methanol — water (22 cm®) was stirred under an
atmosphere of hydrogen at room temperature, protected from light, for 23 h. The reaction mixture
was filtered through a Celite” pad and the pad washed with 75:25 methanol — water (200 cm’).
The filtrate was concentrated to dryness under reduced pressure and the residue triturated with
anhydrous diethyl ether to afford a 38:1 mixture of G-2-MePE and tentatively methylamine 8
(0.27 g, 86%) as an extremely hygroscopic white solid. Analytical reverse-phase HPLC studies on
the mixture [Altech Econosphere C;s Si column, 150 x 4.6 mm, 5 Om; 5 min flush with HO
(0.05% TFA) then steady gfadient over 25 min to MeCN as eluent at flow rate of 1 ml/min;
detection using diode arfa);] iﬁdicated it was a 38:1 mixture of two eluting peaks with retention
times of 13.64 and 14.44 min at 207 and 197 nm, respectively. G-2-MePE was shown to be a
73:27 trans:cis mixture of conformers by 'H NMR analysis (the ratio was estimated from the
relative intensities of the double doublet and triplet at & 4.18 and 3.71, assigned to the Glua-H
protons of the major and minor éonformers, respectively): mp 144 °C? [alp -52.4 (¢ 0.19 in
H,0); &4 (300 MHz; D,0; internal MeOH) 1.52 (3H, s, Proa-CHj;), 1.81-2.21 (6H, m, ProB-H,,
Proy-H, and GluB-H,), 2.34 (1.46H, t, J 7.2, Gluy-H,), 2.42" (0.54H, t, J 7.3, Gluy-H,), 3.50-3.66
(2H, m, Prod-H,), 3.71° (0.27H, t, J 6.2, Glua-H), 3.85 (1H, d, J 16.6, Glya-H,Hg), 3.92 (1H,d, J
16.6, Glya-HaHp) and 4.18 (0.73H, dd, J 8.4 and 4.7, Glua-H); & (75 MHz; D,O; internal
MeOH) 21.8 (CH;, Proa-CHj3), 25.0 (CH,, Proy-C), 2.7.8' (CH,, Glup-C), 28.8 (CH,, GluB-C),

32.9 (CH,, Gluy-C), 40.8 (CH,, ProB-C), 42.7 (CH,, Glya-C), 49.5 (CH,, Prod-C), 56.0° (CH, |
Glua-C), 56.4 (CH, Glua-C), 69.8 (quat, Proa-C), 166.5 (quat., Gly-CO), 177.3 (quat.,, Pro- |
CON), 179.2 (quat., Glua-CO), 180.2° (quat., Gluy-CO) and 180.6 (quat., Gluy-CO); n/z (FAB+) |

316.1508 (MH". Ci3H2,N;06 requires 316.1509).
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Example 3: In Vitro Neuroprotection

Therapeutic effects of GPE analogs were examined in a series of experiments in vitro to
determine their effects on neurodegeneration of neural cells of different origin. The in vitro
systems described herein are well-established in the art and are known to be predictive of
neuroprotective effects observed in vivo, including effects in humans suffering from

neurodegenerative disorders.

Material and Methods

The following experimental protocol followed guidelines approved by the University of

Auckland Animal Ethics Committee.

Preparation of cortical astrocyte cultures for harvest of metabolised cell culture

supernatant

One cortical hemisphere from a postnatal day 1 rat was used and collected into 4ml of
DMEM. Trituration was performed using a Sml glass pipeﬁe and an 18-gauge needle. The cell
suspension was sieved through a 100um cell strainer and washed in 50 m! DMEM (centrifugation |
for 5 min at 250g). The sediment was resuspended in 20ml DMEM+10% fetal calf serum. The
suspension was added into two 25cm’ flasks (10 ml per flask) and cultivated at 37°C in the
presence of 10% CO, followed by a change of the medium twice a week. When cells reached1
confluence, they were washed three times with PBS, adjusted to Neurobasal/B27 and incubated

for another 3 days. This supernatant was frozen for transient storage at -80°C.

Preparation of Stratial and Cortical Tissue from Rat E18/E19 Embryos
A dam was sacrificed by CO,-treatment, and then was prepared for caesarean section.
After surgery, the embryos were removed from their amniotic sacs and decapitated. The heads |
were placed on ice in DMEM/F12 medium for striatum and PBS + 0.65% D(+)- glucose for

cortex.

Striatal Tissue Extraction Procedure and Preparation of Cells

A whole brain was removed from the skull with the ventral side facing upwards in
DMEM/F12 medium. The striatum was dissected out from both hemispheres under a
stereomicroscope and the striatal tissue was placed into a Falcon tube on ice. Striatal tissue was
then triturated using a P1000 pipettor in 1 mi of volume. The tissue was triturated by gently ‘
pipetting the solution up and down into the pipette tip about 15 times, using shearing force on
alternate outflows. The tissue pieces settled to the bottom of the Falcon tube within 30 seconds.

The supernatant containing a suspension of dissociated single cells was then transferred to a new
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sterile Falcon tube on ice. The tissue pieces were triturated again to avoid excessively damaging
already dissociated cells, by over triturating them. t milliliter of ice-cold DMEM/F12 medium
was added to the tissue pieces in the first tube and triturated as before. The tissue pieces were

allowed to settle and the supernatant was removed to a new sterile Falcon tube on ice. The cells

were centrifuged at 250g for 5 minutes at 4°C.
Plating and Cultivation of Striatal Cells
Striatal cells were plated into Poly-L-Lysine (0.1mg/ml) coated 96-well plates (the inner |

60 wells only) at a density of 200,000 cells/cm? in Neurobasal/B27 medium (Invitrogen). The

cells were cultivated in the presence of 5% CO, at 37°C under 100% humidity. Medium was

changed on days 1, 3 and 6.

Cortical Tissue Extraction Procedure and Preparation of Cells

The two cortical hemispheres were carefully removed by spatula from the whole brain
with the ventral side facing upside into a PBS +0.65%D(+)- glucose containing petri dish. Forceps
were put into the rostral part (near B. olfactorius) of the cortex in order to fix the tissue and two
lateral-sagittal oriented cuts were made to remove the paraform and entorhinal cortices. A frontal
oriented cut at the posterior end was made to remove the hippocampal formation. A final frontal
cut was done a few millimetres away from the last cut in order to get hold of area 17/18 of the
visual cortex. .
Cortices were placed on ice in PBS+0.65%(+)- glucose and centrifuged at 350g for 5!
minutes. The supernatant was removed and trypsin/EDTA (0.05%/0.53mM) was added for 8mm(
at 37°C. The reaction was stopped by adding an equal amount of DMEM and 10% fetal calf
serum. The supernatant was removed by centrifugation followed by two subsequent washes m~
Neurobasal/B27 medium. l

The cells were triturated once with a glass Pasteur pipette in [ ml of Neurobasal/B27

medium and subsequently twice by using a 1 ml insulin syringe with a 22 gauge needle. The cell

suspension was passed through a 100pm cell strainer and rinsed by Iml of NeurobasaI/B27

|
|
|

medium. Cells were counted and adjusted to 50,000 cells per 60ul.

Plating and Cultivation of Cortical Cells
|
96-well plates were coated with 0.2mg/ml Poly-L-Lysine and subsequently coated w1th

2pg/ml laminin in PBS, after Wthh 60pl of cortical astrocyte-conditioned medium was added to
each well. Subsequently, 60p1 of cortical cell suspension was added. The cells were cultivated m
the presence of 10% CO, at 37°C under 100% humidity. At day 1, there was a complete mediur'{1
change (1:1 — Neurobasal/B27 and astrocyte-conditioned medium) with addition of 1 pI\ll/I
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cytosine-B-D-arabino-furanoside (mitosis inhibitor). On days 2 and 5, 2/3 of the medium was

changed.

Cerebellar Microexplants from P8 Animals: Preparation, Cultivation and Fixation
Laminated cerebellar cortices of the two hemispheres were explanted from a P8 rat, cut
into small pieces in PBS +0.65% D(+) glucose solution and triturated with a 23gauge needle and
subsequently pressed through a 125um pore size sieve. The obtained microexplants were
centrifuged (60g) twice (media change) into serum-free BSA-supplemented STARTV-medium

(Biochrom). For cultivation, 40ul of cell suspension was adhered for 3 hours on a 0.1mg/ml Poly-‘

L-Lysine coated cover slip placed in 35 mm sized 6 well plates in the presence of 5% CO, under
100% humidity at 34°C. Subsequently, 1 mi of STARTV-medium was added together with the
toxins and drugs. The cultures were monitored (evaluated) after 2-3 days of cultivation in the
presence of 5% CO, under 100% humidity. For cell counting analysis, the cultures were fixed in
rising concentrations of paraformaldehyde (0.4%, 1.2%, 3% and 4% for 3 min each) followed by
a wash in PBS.

Toxin and Drug Administration to Neural Dells In Vitro and Analysis of Data

To study neuroprotective effects of GPE analogs, we carried out a series of experiments
in vitro using okadaic acid to cause toxic injury to neural cells. Okadaic acid is an art-recognized
toxin that is known to cause injury to neurons. Further, recovery of neural cells or neural ceI‘l
function after injury by okadaic acid is recognized to be predictive of recoveries from injurie{s
caused by other toxins. ‘

To cause toxic injury to neurons, we exposed neurons to 1:100 parts of okadaic acid alt
concentrations of 30nM or 100nM and 0.5mM 3-nitropropionic acid (for cerebellar microexplants
only). GPE (InM-1mM) or G-2-MePE (1nM-ImM) was used at 8 days in vitro (DIV) for COI‘tinlll
cultures and 9DIV for striatal cultures. The incubation time was 24 hours. The survival rate wai‘s
determined by a colorimetric end-point MTT-assay at 595nm in a multi-well plate reader. For the
cerebellar microexplants four windows (field of 0.65 mm?) with highest cell density were chosen
and cells displaying neurite outgrowth were counted.
Results _ ‘

The GPE analog G-2-MePE exhibited comparable neuroprotective effects within all three
tested in vitro systems (FIGs 12-15).

Cortical cultures responded to 10uM concentrations of GPE (FIG. 12) or G-2-MePE

(10uM, FIG. 13) with 64% and 59% neuroprotection, respectively.
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The other 2 types of cultures demonstrated neuroprotection at lower doses of G-2-MePE lf
(cerebellar microexplants: FIG. 14 and striatal cells: FIG. 15). Striatal cells demonstrated [
neuroprotection within the range of 1nM to ImM of G-2-MePE (FIG. 15), while the postnatal :
cerebellar microexplants demonstrated neuroprotection with G-2-MePE in the dose range betweenlr’
about 1nM and about100nM (FIG. 14). Thus, we conclude that G-2-MePE is a neuroprotective
agent and can have therapeutic effects in humans suffering from neurodegenerative disordersj‘.
Because G-2-MePE can be neuroprotective when directly administered to neurons in culture, tha’ft

G-2-MePE can be effective in vivo when directly administered to the brains of affected animals. '

:

[

|

Example 4: Effects of G-2-MePE on Striatal Cholinergic Neurons in Aging Rats 1’
To determine whether G-2-MePE can affect cholinergic neurons, we studied aging ra_"ts.
Choline acetyltransferase (ChAT) is an enzyme that is involved in the biosynthesis of t"'he
neurotransmitter for cholinergic nerves, acetylcholine. It is well known that immunodetectionr!’of
ChAT can be used to determine the numbers of cholinergic nerves present in a tissue. It is also
known that the numbers of cholinergic nerves present is associated with the physmlogllcal

function of cholinergic neural pathways in the brain. l,’

J

In this experiment, we tested the effects of G-2-MePE on the number of ChAT-posmve
l

neurons in brains of 18-month old rats. |

|

Methods l’,
Eighteen-month old male rats received one of five treatments. A control groug was
treated with vehicle (saline alone (n=4) and four groups were treated with a single dose of G-2-
MePE. Doses of 0.012 (n=4), 0.12 (n=5), 1.2 (In=5) and 12 mg/kg (n=3), respectuvely,; were
given sub- cutaneously Rats were sacrificed with an overdose of pentobarbital 3 days after drug
treatment. Brains were perfused with normal saline and 4% paraformaldehyde and fi xed in
perfusion fixative overnight. Brains were stored in 25% sucrose in 0.1M PBS (pH7.4) u+t|l the
tissue sank. Frozen coronal sections of striatum were cut with a microtome and stored in 0.1%
sodium azide in 0.1M PBS at 4°C. Immunoreactivity for choline acetyltransferase (ChAIFF) was

|

established by staining using a free floating section method. Briefly, antibodies were di,luted in
1% goat serum. The sections were incubated in 0.2% triton in 0.1M PBS/Triton™ 'at 4°C.
overnight before Immunohistochemical staining. The sections were pre-treated with 1% ’HZOZ in
50% methanol for 20 min. The sections were then incubated with rabbit (Rb) anti-ChAT ( 1:5000)
antibodies (the primary antibodies) in 4D on a shaker for two days. The sections were washed
using PBS/Triton™ (15 minutes x 3d) and then incubated with goat anti-rabbit blotmylated
secondary antibodies (1:1000) at room temperature overnight. The sections were walshed and

incubated in ExtrAvidin™ (Sigma) (1:1000) for 3 hours and followed by H,0, (O‘OI%) in 3,3-
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diaminobenzine tetrahydrochloride (DAB, 0.05%) to produce a coloured reaction product. Th?se

sections were mounted on chrome alum-coated slides, dried, dehydrated and covered. !
|

The striatal neurons in both hemispheres exhibiting specific immunoreactivi’ﬁes

corresponding to ChAT were counted using a light microscope and a 1| mm 2x1000 grid. The #ize

of the striatal region used for the count was measured using an image analyser. The total count"s of
|

neurons/mm’ were compared between the groups. |

Data were analysed using a paired t-test and presented as mean +/- SEM. Results} are
l

presented in FIG. 16. l

!
l
|
!

Results
I
FIG. 16A shows that the number of ChAT-immunopositive neurons increased il'n the

brains of animais treated with G-2-MePE. This clearly indicates that administration of G-2-MePE

{
is effective in increasing the level of ChAT in the brains of aged rats. Because ChAT,’ is an

enzyme involved in the synthesis of the cholinergic neurotransmitter acetylcholine, we corfnclude

that G-2-MePE can increase the amount of cholinergic transmitter in the brains of middllé-aged
l

rats. |
A
: l
Example 5: Effects of G-2-MePE on Spatial Reference Memory in Rats 11
Having demonstrated that G-2-MePE can increase ChAT and therefore has the p;’)tential
to improve cholinergic neural function, we then examined whether G-2-MePE can be useful in

treating age-related changes in cognition and/or memory. Therefore, we carried out a sferies of

studies in rats using well-established tests for memory. |

l

|
Experiment 1: The Morris Water Maze Test ,’
%,mory in

The Morris water maze test is a well-recognized test to assess spatial reference m

rats. ’l
Subjects ll
We used male Wistar rats 12, 8 or 4 months of age. _ 1’

|

Methods Il
|

Testing Environment and Apparatus !
The Morris water maze test was conducted using a black plastic pool filled to fa depth of

25 cm with water colored black with a non-toxic dye. The pool had a circular black ins['ert so that
the walls also appeared uniform black The pool was divided into four quadrants (north, fsouth, east
and west) by two imaginary perpendicular lines crossing at the pool’s center A metz,il platform

. . |
was placed in the geographical centre of the SE quadrant 50cm from the edge of the pool, so that
l

l

l

, l
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|

it was 2cm below the water surface and invisible. The platform remained in that position though
i

the training. |

The experiment used extra-maze cues (i.e. objects in the room surrounding the pool) th‘lat
the rats could use to navigate to the platform. Distinctive posters or paintings were hung on the
walls. Furniture in the room was not moved during the testing period. The placement of the po‘ol
allowed the experimenter an easy access to it from all sides. The pool was emptied and reﬁlleld
daily during testing, with water at 25°C +/- 2°C.

The furthermost point in the pool (relative to the position of the experimenter) wzls
designated as "north", and the other compass points "east", "south" and "west" were the right-

l
most, bottom and left-most points of the pool respectively. These points were marked with tap‘le

on the outside of the pool. : ‘

|
Acquisition Phase l
Rats in each group were trained to swim to the submerged platform. The rats received siJ(
60-second trials per day for four consecutive days. A trial began by placing the rat into the wate
facing the wall of the pool, at one of four start locations (north, south, east, west). The sequence
of start locations was chosen pseudorandomly, so that the start location of any given trial was
different from that of the previous trial, and no start location was used more than twice duriné
daily training. The same sequence of locations was used for all the rats on a given day but variecf
between days. The trial ended when the rat had found the platform, or in 60 seconds, which everla
occurred first. The trials were timed with a stop watch. If the rat found the platform, it was(
allowed to remain there for 15 seconds before being removed to a holding container. If the
platform was not found, the rat was guided there manually and placed on the platform for 15-’
seconds. The inter-trial interval was 60 seconds. The holding container was covered in order to’
minimize any inter-trial interference. At the completion of daily testing for a rat, the animal was\
towel-dried and placed under the heat lamp in the holding bucket until his coat was dry. The time\
needed to locate the platform (latency, secs) was obtained for each rat in eaph training trial. If the l

rat did not find the platform in a given trial their latency score was the maximum length of that ]
trial (60 seconds). l\

Drug Treatment
Three days after the completion of the acquisition phase, mini-osmotic pumps (Alzet) l
were implanted subcutaneously under halothane anesthesia) to dispense drug or vehicle l

continuously for | or 3 weeks. At the completion of the infusion the pumps were removed and the \

wounds re-sutured.

The 5 treatment groups were:

38
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1. saline 1 week (n was originally 7, but one rat that lost weight rapidly was exclu
and later found to have had a pituitary tumor);

2. saline 3 weeks (n=8);

3. G-2-MePE low dose (0.96 mg/day) 1 week (n=8),

4, G-2-MePE low dose (0.96 mg/day) 3 weeks (n=8);

5. G-2-MePE high dose (4.8 mg/day) 3 weeks (n=7). ‘

The four (n=3) and eight month old (n=9) control rats received no drug treatment. The )12-
month old rats were assigned to one of five groups on the basis of their swim times oyer

!

acquisition, such that the groups were approximately equivalent in their mean performance prior
i

l
Retention (Reference Memory) Phase |

to receiving any drug.

The ability of the rats to remember or to relearn the original platform location was tested
four weeks after original training. This means that residual drug would have been washed out 'for
a minimum of 7 days in the case of the 3-week pumps, and 21 days in the case of the l-wellek
pumps. The retention testing procedure was identical to that of acquisition. Pharmacokine:tic
studies indicate that the ‘p}a_sma‘ concentration of subcutaneously administered G-2-MePE rose tfp a
peak and then declined with an approximately first order kinetic pattern, with a plasma half‘lifel‘ (t
14) of between about 30 and 60 minutes. Thus, by the time the retention study was performed, at

least 7 days after removal of the G-2-MePE containing minipumps, nearly all of the G-2-MePE

|
|
I

The swim latency for each rat was recorded for each trial for each day of the acquisition

had been cleared from the animals’ circulation.
Data Analysis

and retention phases and changes between phases were examined using Analysis of Variance. \
The 3-week vehicle and 3-week high dose G-2-MePE were compared in acquisition an’ld
retention. The high dose of G-2-MePE, given over 3 weeks improved the retention of the original

_ |
water maze task after a 4-week delay. t

Resuits 11

FIG. 17 shows the comparison between high-dose (4.8 mg/day) G-2-MePE-treated and
low-dose-treated (0.96 mg/day) aged rats and saline treated aged rats, with the young controls (14
months) used as controls. Prior to treatment with G-2-MePE, there were no differences between
the aged (12 month old) groups. In contrast, the 4 month old animals required less time to reacl‘1
the platform than older animals. After a 3-week period of no testing, during which time eithe‘r
saline or G-2-MePE were administered, animals that received saline only did not show improve(‘;i

ability to reach the platform, as indicated by the similar times required at test day 4 of th

¢

|

|
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acduisition phase and test day | of the retention phase. In contrast, animals that received
treatment with G-2-MePE at either the high or low doses, had improved memory as reﬂecte‘ld ina
decrease in the time needed to reach the platform compared to saline-treated controls. Further, the
G-2-MePE-treated animals had similar performance to the 4 month old young animals (F11G. 17)
and 8 month old animals (data not shown). Thus, we conclude that G-2-MePE can im‘prove
memory in middle-aged rats animals that had previously shown memory deficits in relatilon to
young rats. Further, because by the time of retesting, the G-2-MePE had washed out from the
circulation, we conclude that the memory-ehhancing effects of G-2-MePE were likely due #o the

improvement in function of cholinergic neurons.

Experiment 2: 8-Arm Radial Maze Test
Five months after the original experiment the now 17 month old rats were retested for

spatial working memory in a radial arm maze.

Methods

Apparatus
|

The apparatus consists of a central platform communicating with 8 identical arms, |each

with a food cup at the end of the arm \

Testing Procedure A

Rats were partially food-deprived for at least 10 days prior to, and throughout the radial
maze procedure.

The maze was assembled and positioned so that the experimenter could clearly ob$erve
the rats' behavior from a predetermined location. The experimenter numbered the arms of the

maze according to their orientation from one to eight in a clock-wise direction.

Pre-Training (Pre-Drug) 1

On day one the doors were inserted into the arms and each rat was confined in the central

platform with 20 food pellets for 5 minutes. This continued once a day for four days, and ajl of
the rats were observed to consume some of the pellets. The following day the rats were allowed
five minutes to explore the whole maze. All arms were baited with two food pellets in the food
cup located at the end of each arm, and one pellet at both the entrance and middle of each Jirm

This was repeated for at least five, but up to eight days for rats that explored fewer than elnght
arms in two consecutive sessions. All rats had a final session on the ninth day of pre-trainingl. At
this point it was decided that one of the old rats that had made only one arm entry on eight ofiL the
nine days should be excluded from future testing in this procedure. Otherwise all rats \Tere
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included regardless of the amount of exploring they performed in pre-training. There \%vas no
statistically significant difference between the old groups in the number of arms entered on the

final pre-training session (Drug: F(2,31)=0.44, p=0.65).

Drug Treatment

30 days before the test (five days after pre-training) the 17 Male Wistar month old rats
were implanted (under halothane anesthesia) with sub-cutaneous mini-osmotic pumps (Algzet) to
dispense drug continuously for 3 weeks. At the completion of the infusion the pumps were
removed and the wounds re-sutured (9-day washout allowed).

The treatment groups were:

1. young controls (4 months old), n =6;

2. saline n=10;

3. G-2-MePE low dose (2.4mg/kg/day) n=13

4. G-2-MePE high dose (12.4mg/kg/day) n=5

Saline and the low dose groups are comprised of all the rats that received those treatments

" in phase 1 of this experiment (when the rats were 12 months old) regardless of whether they had

the one or three week treatment. One rat in each of the saline and high dose groups have been
dropped because of skin tumors. One of the low dose rats did not participate in this expe}iment

due to the fact that it could not be pre-trained (see below).

Testing (Post-Drug)
Working memory testing commenced on the ninth day of washout. Rats received 10 daily

training sessions over 12 days. The procedure was the same as for pre-training but only the food

cups were baited. Rats had 6 minutes to make up to 16 choices by visiting any of the eight arms.
A choice was defined as occurring when all four paWs were inside an arm. The experimenter
recorded the sequence of arm entries with pen and paper. Sessions were terminated after allg eight
arms had been entered, 16 choices made, or 6 minutess had elapsed. The time taken to entfer all
eight arms, when this occurred, was recorded. l

Data Analysis =

An arm choice was considered correct when the rat entered an arm not previously visited.
Performance was classified daily according to the following parameters:

1) Correct Choice (CC) 8-12 is the number of correct choices made divided by the total

number of choices made. For animals that failed to visit all 8 arms in a test, the denomiha‘or of

1

this ratio is considered to be 12.
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2) Working Correct Choice (WCC) 8-12 is the measure from which the vT"orking memory

data are derived. Data were collected as described for CC 8-12 above, but for this/ parameter, only

1

the rats that entered all 8 arms in a session were included. l
Rats that made fewer than 8 arm entries were not used to ascertain working memory
because they couldn’t remember which arms they had previously visited arll'd therefore had
memory so impaired that they could not complete the test, as opposed to the animals that, for

IR l

whatever reason, did not explore the maze. 1

|

|

Results !
CC8-12: There was a general improvement by all of the groups across the 10 days
(F(9,324)=4.01, p<0.0001), but no significant group effect (F(3,36)=1.19, ns) ;or Group X Days

interaction (F(27,324)=1.05, ns) (data not shown) 1’

WCC8-12: FIG. 18A shows the acquisition profile according to WCC8-12 score across
the 10 days of testing. There was a significant effect of Group (F(3,12)=4.27, p{)=0.029) and Days
(F(9,108)=2.09, p=0.036) but the interaction between these factors wzllls not significant
(F(27,108)=1.06, ns). The high dose G-2Me-PE group showed the greatest ir"nprovement across

days, followed by the young controls. There was very little difference between the low dose G-
2Me-PE and saline. ,,

FIG. 18B shows results indicating that rats exposed to the higher l'(iose of G-2-MePE
(n=5) had made more correct entries for getting food pellets compared to the| vehicle treated rats

l .
(*p<0.05, n=10). We conclude from this study that G-2-MePE improves spatial memory in aged
l

rats. |

1

Example 6:  G-2-MePE Increases Neuroblast Proliferation and Decreases Astrocytosis in

Brains of Aged Rats
. . | .
Because neuronal degeneration can result in decreased numbers of neurons, one desirable

therapeutic aim is increasing the numbers of neurons in the brain. Neurons are derived from
neuroblasts, a less differentiated cell than a neuron, but within the neural ﬁineage. Typically, a
neuroblast is exposed to conditions that cause it to mature into a maturel, phenotype, having a
defined soma, neural processes (axons and dendrites) and ultimately, makKing connections with
other neurons (e.g., synapses). Thus, measuring neuroblast proliferation has become a well-
known early marker for nerve cell proliferation. Thus, detecting an i"ncrease in neuroblast
proliferation induced by a pharmaceutical agent is an accepted method fof predicting growth of
neural cells in animals. Because rats and humans share similar mechanisms in neural- cell

proliferation, detection of changes in neuroblast proliferation in rats in vivol‘is predictive of similar

effects in human beings.

|
|
1
l
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It is also known that one histologica! correlate of impaired cogmn‘lve function is an

increase in the numbers of astrocytic cells in the brain of affected animals. 'l"hus, to determine
astrocytosis, we carried out a series of studies in aging rats.

whether G-2-MePE might be useful in stimulating neuroblast proliferatio:n and in treating
l
|

Methods and Materials l

Immunohistochemistry ,

To carry out these studies, tissues were fixed and embedded in pa{rafﬁn and sections
obtained using standard methods. Coronal sections (6 um) containing: the level of the
hippocampus were cut and mounted on chrome-alum-coated slides for staining. The sections
were deparaffinized in xylene, dehydrated in a series of ethanol and incubatedlin 0.1 M phosphate
buffered saline (PBS). |

Primary antibodies against glial fibrillary acidic protein (GFAP) aAd proli.ferating cell
nuclear antigen (PCNA) were used to mark reactive glial cells and cells under(going apoptosis and
proliferation, respectively. For antigen unmasking (caspase-3 and PCNA stail‘ning), sections were
heated in 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) for 1 min at high powe:r. All sections were
pretreated with 1% H,0, in 50% methanol for 30 min to quench the en(!logenous peroxidase
activity. Then either 1.5% normal horse serum or 2.5% normal sheep serum{ in PBS was applied
for 1 h at room temperature to block nonspecific background staining. Thle sections were then
incubated with following primary antibodies: monoclonal mouse anti-GFAPlantibody (Sigma, St.
Louis, MO, U.S.A. diluted 1:500); mouse anti-PCNA antibody (DAKA, A/Sl; Denmark, diluted 1:
100). After incubation with primary antibodies at 4°C for 2 d (except for FTCNA staining which
was incubated overnight) the sections were incubated with biotinylated horse anti-mouse or goat
anti-rabbit secondary antibody (1:200, Sigma) at 4°C overnight. The E;IxtrAvidinTM (Sigma,
1:200), which had been prepared 1 h before use, was applied for 3 h at rc!vom temperature, and
then reacted in 0.05% '3,3-diéminobenzidine (DAB) and PBS to produ‘ce a brown reaction
product. Sections were dehydrated in a series of alcohols to xylene alnd coverslipped with
mounting medium. (

Immunohistochemical staining was performed on brain samples taken from both control
and G-2-MePE treated groups of young (4 months old), middle-aged (9 mor,|1ths old) and aged rats
(18 months old).

Control sections were processed in the same way except the ;Brimary antibody was

omitted from the incubation solution. The number of PCNA positive cells was counted in the

subventricular zone and the GFAP positive cells was scored in the cerebral {cortex.
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1
Experiment 1: G-2-MePE Stimulates Neuroblast Proliferation in Brains of Aged Rats

The subventricular zone (SVZ) and the dentate gyrus (DG) are two brain regions hosting
adult neurogenesis. The' reduction of neurogenesis in both SVZ afnd the DG has been well
reported to be co-related to the memory decline with aging and effe(j:ts of Nerve Growth Factor
and Epidermal Growth Factor on memory improvement are reporttizd to be due to increase in
progenitors proliferation of the SVZ. Using PCNA as a marker o’f cell proliferation, cellular
proliferation in the SVZ was examined by counting the numbers O:f cells that are positive for
PCNA. In selected animals, at least some of the proliferating cells w&'ere identified as neuroblasts,
as stained with the neural-cell specific agent, doublecortin.

Eighteen month old male rats were treated intraperitoneally V}I/ith single does of G2-MePE
(doses of either 0, 0.012, 0.12. 1.2, 12mg/kg). Brains were collectec:i 3 days after the treatments
and the immunohistochemical staining of PCNA and GFAP werei| performed. The number of
PCNA positive cells was counted in the SVZ and the number of{ cells was then averaged as
cellss'mm depending on the length of ventricle wall used for counl‘ting (FIG. 19A). The group
treated with the highest dose (12 mg/kg, n=5) showed a signiﬁcarl'lt increase in the number of
PCNA positive cells compared to the group treated with vehicli'e (*p<0.05, n=7). The data
indicated a dose-dependen;_effgct of G-2PE on improving neurogene;sis.

Fluorescence double labelling indicated co-localisation ofN PCNA with doublecortin, a
marker for neuroblasts. FIG. 19B is a photograph of a portion of a rslllt’s brain showing an increase
in both PCNA (green, x20) and doublecortin (red, x20) in the rat trtlaated with the highest dose of
G-2-MePE (right panel) compared to the vehicle treated rat (left panel). The two markers clearly
co-localised (Figure 19B, photo, x100). We conclude that G-2-MelflPE can stimulate proliferation

of brain cells, including neuroblasts. Because neuroblasts are pr"ecursor cells for neurons, we

further conclude that G-2-MePE can increase the population of neurons in the brains of animals
treated with the compound of this invention. ;
|

Experiment 2: G-2-MePE Stimulates Neuroblast Proliferation i‘fn the SVZ of Brains of

Middle-Aged Rats |

Effects of G-2-MePE (1.2mg/kg) were studied in a group of middle-aged, 9 month old

rats. G-2-MePE (1.2 mg/kg) or vehicle was administered intraperitoneally (i.p.). The proliferation

of cells in the SVZ was examined 3 days after the treatment using PCNA immunohistochemical

staining. FIG. 19C shows a-significant increase in number of lPCNA positive cells after the

treatment of G-2-MePE (**p<0.005, n=4). Because some of the proliferating cells stained with

PCNA were identified as neuroblasts (see Experiment 1 above), we conclude that G-2-MePE can

stimulate neuroblast proliferation in middle-aged rat brains.
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Experiment 3: Astrocytosis in Aging Brains {

Growing evidence suggests that dysfunction of astrocytes i‘,n advanced age can trigger
inflammation, leading to further neuronal degeneration. Up-regulatiq‘n of activated astrocytes has
been we_:ll reported and is closely associated with memory decline with aging, perhaps through
depressed endogenous neurogenesis. ]

Using GFAP as a marker for reactive astrocytes, the numbet of GFAP-positive cells was
counted in the CA4 sub-region of the hippocampus of aged rats tredted with G-2MeP or vehicle.
We found a significant increase in reactive astrocytes in the hippocarjnpus of aged animalsv (Figure
20A), and in the cerebral cortex. Some of the astrocytes were assog!:iated with capillaries (Figure
20B photo, arrows) in aged rats compared to both young (*p<{0.01) and middle aged rats
(*#p<0.01). ‘

As part of the vascular component, GFAP positive ast:rocytes also play a role in
angiogenesis (FIG. 20B, arrows), which also contribute to inﬂa“mmatory response in brains.
Therefore the elevated GFAP astrocytes seen in aged brains may indicate a chronic stage of brain
degeneration. |
Experiment 4: G-2-MePE Reduces Astrocytosis in Aged Brainsf v

We also evaluated effects of G-2-MePE on astrocytosis in the CA4 sub-region of the
hippocampus in aged rats. 18-month old male Wistar rats were ass*iigned to 5 treatment groups as
follows: vehicle, 0.12 mg/kg/day, 0.12, 1.2 and 12 mg/kg/day (each‘ n=6).

GFAP-positive cells were counted using a computerised program (Discovery 1). Results
are shown in FIGs 20C and 20D. G-2-MePE was administered intra-peritoneally and the numbers
of GFAP-positive cells were assessed 3d after the injection. Using a visual scoring system (0 = no
astrocytes, 1 = few astrocytes, 2 <50%, 3>50%) we estimated the number of astrocytes in 5

I

different cortical regions. J

Treatment with G-2-MePE reduced number of reactive astrocytes in the CA4 region of
the hippocampus compared to the vehicle treated group (FIG. '20C; *p<0.05), particularly the
groups treated with doses of 0.12 and 12 mg/kg. A similar effectj| was observed for G-2-MePE in
the cerebral cortex (FIG. 20D). [

Normally there are few GFAP-positive astrocytes located )in the deep layer of cortex of rat
brains and those that are present are usually in close associaltion with white matter tracks.
However, we have found there were GFAP-positive cells in the middle layer of the cortex, closely
associated with blood vessels. i

Results of the studiés presented herein indicate that alging is associated with several
changes in the brain. First, there is an age-dependent loss of memory and cognitive function.

Second, there is an age-depended increase in astrdcytes. All ’of these findings in the rat are
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consistent with each other and the known roles of cholintfergic nerves in maintaining cognitive
function and memory in experimental animals and in humanfs.

We unexpectedly found that a GPE analog, G-2-Mef:PE, delivered to aged animals at least

partially reverses all of the above age-associated changes. i‘First, G-2-MePE increases the amount

of ChAT present in the brain cells of animals exposed to ;the neurotoxins okadaic acid or 3-NP.

~This effect of G-2-MePE mimicked that of a well-knowfn neuroprotective agent, GPE. These

effects were seen in cortical cells, cerebellar cells and in s{‘triatal cells, indicating that the effects
were widespread in different portions of the brain. Second, G-2-MePE increased ChAT in the
striatum, indicating that cholinergic neurons are sensitive to G-2-MePE. These observed
chemical and histological changes were paralleled by behLvioral changes. Aged animals treated
with G-2-MePE exhibited improved memory in two well-known test systems compared to
vehicle-treated controls. Next, G-2-MePE induced neuroblast proliferation in aging brains.
Finally, treatment with G-2-MePE reversed the increase in astrocytosis observed in the
hippocampus and cortex of aging brains. The effects of (E-Z-MePE were not due to acute effects
of the agent; because in many of the studies cited he‘ein, sufficient time had elapsed from
!
cessation of drug delivery to the test, that there was likely Jlittle or no drug present.
Example 7:  Comparison of the Pharmacokinetics o{" GPE and G-2-MePE

The purpose of these studies was to compare phzlmnacokinetic profiles of GPE and G-2-
|
MePE in animals in vivo using standard pharmacokinetic methods.

|

Methods ]

Adult male Wistar rats weighing between 180’and 240g were used to determine the
pharmacokinetics of GPE and G2MePE. To facilitateiintravenous bolus injections and blood
sampling, all rats were surgically implanted with an in|’dwelling jugular venous cannula under
halothane anesthesia three days before the experiment. | Groups of six rats were given a single
intravenous bolus injection of either 30 mg/kg GPE or 10 mg/kg G2MePE dissolved in 0.1M
succinate buffer (pH 6.5). Blood samples (about 220 LI each) were collected into heparinized
tubes containing Sigma protease inhibitor cocktail for mammalian tissues at 10 and 0 min before
injection of either GPE or G2MePE, and 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 and 128 min after injéction of either
GPE or G2MePE. The samples were centrifuged at 3000g for 15 min at 4°C and the plasma
removed and stored at -80°C until extraction and assay by either radioimmunoaésay (“RIA™) or
reverse phase HPLC. The RIA and HPLC methods used; were conventional.

Drug elimination after a single intravenous bol;us injection was found to be a first-order

process following the equation C= Coe™, where C represents drug concentration in any time

point, Co is the concentration when time (t) equals z.IerO and k is the first-order rate constant
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expressed in units of concentration per hour. The k and half-life (ti;) were calculated from the
slope of the linear regression line in the elimination phase of tI|1e semi-logarithmic plot of plasma
A

concentration versus time as: Log C = -kt/2.3 + log Co, RFsults were expressed as mean *

|

Results l
FIG. 21 shows a graph of plasma concentrations in Ivivo of GPE and G-2-MePE after

standard error.

intravenous (i.v.) injection. Filled squares represent concentlfations of GPE at each time point,
and filled triangles represent concentrations of G-2-MePE at eaich time point.

Plasma concentrations of GPE and G-2-MePE were| markedly increased within 1 min
after injection. After injection of 30 mg/kg GPE, a peak concentration of 40.0 + 10.8 mg/ml was
observed. Plasma concentrations of GPE then rapidly declined according to a first-order kinetic
process. The first order rate constant for GPE was found to |be 0.15 £ 0.014 ng/ml/min, the t;;,
was found to be 4.95  0.43 min and the estimated clearance of GPE frdm plasma was found to be
137.5 £ 12.3 ml/hr.

After injection of 10 mg/kg G-2-MePE, the peak concentration was found to be 191 +

16.1 mg/ml. Plasma concentrations of G-2-MePE then declined according to a first-order kinetic

process. The first order rate constant for G-2-MePE was found to be 0.033 + 0.001 ng/ml/min,
the t;, was found to be 20,7 + 0.35 min and the estimated cll:arance was found to be 30.1 + 0.5
mi/hr.

After injection, the maximal plasma concentration of G-2-MePE was about 4.8 times
greater than the maximal plasma concentration of GPE, in spite of the larger dose of GPE
delivered (30 mg/kg) compared to the dose of G-2-MePE delivered (10 mg/kg).

The finding of greater plasma concentrations of G;2-MePE than for GPE at all time
points less than 125 minutes, in spite of a lower delivered dose of G-2-MePE, was totally
unexpected based on known plasma concentrations of GPE.! The t,, for G-2-MePE was over 4
times longer than the t;, for GPE.

The finding of increased half-life of G-2-MePE compared to that of GPE was completely
unexpected based on the t, of GPE. The increased 11, of G-2-MePE means that G-2-MePE is
cleared more slowly from the circulation. This finding is totally unexpected based on the
cléarance rate of GPE.

We conclude from these studies that G-2-MePE is a potent agent capable of reversing

many of the adverse effects of aging in the brains of animals, including humans. GPE analogs,

including G-2-MePE therefore, can produce desirable therapeutic effects, including
neuroprotection, improved memory, increased neuroblast proliferation and reduction in

. X7 - . 3 .-, . . l . .
astrocytosis, and can be valuable in reversing or mitigating adverse effects of aging in humans.
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While this invention has been described in terms of certain preferred embodlments“, it will

be apparent to a person of ordinary skill in the art having regard to that knowledge and this

disclosure that equivalents of the compound of this invention may be prepared and administered

for the conditions described in this application, and all such equivalents are intended to be

included within the claims of this application.

|
|

Example 8:  Treatment of Rett Syndrome I .
Effects of G-2-MePE on Lifespan and Long-Term Potentiation ln Rett
Syndrome (RTT) Model
To determine whether G-2-MePE treatment can impact the development and pro]’gression
of Rett Syndrome in a murine model of the disorder, we used hemizygous MeCP2(11ox) male
mice. The MeCP2 knock-out (MeCP2-KO) mouse system is widely accepted in the art as closely
mimicking the range and the severity of physiological and neurological abnormalities
characteristic of the human disorder, Rett Syndrome.
All experiments were performed at the University of Texas Southwestern Medical Center
and approved by the University of Texas Southwestern Medical Center Animal Care jand Use
Committee. G-2-MePE was synthesised Albany Molecular Research Inc. (Albany, NY) and

supplied by Neuren Pharmaceuticals Limited.

Methods

Treatment |

We treated hemizygous MeCP2(1lox) male mice with 20 mg/kg/day of G-Z-I[\/IePE or
saline, (0.01%BSA, n=15 per group in survival experiment and n=20 in the LTP exp:eriment).
The treatments were administered intraperitoneally from 4 weeks after birth. For the survival
experiments the treatment was maintained through the course of the experiment. Fori the LTP

experiment the mice were treated until week 9 when they were used for slice preparation!

Survival

MeCP2 deficient mutant mice develop RTT symptoms at about 4-6 weeks of age and die
between 10-12 weeks (Chen et al., 2001. Nat Genet 27: 327-331). We compared the slervival of
the wild type controls and the MeCP2 deficient animals in vehicle- and G-2-MePE-treated groups.
Survival was measured weekly from start of treatment (4 weeks) and used to produce Kaplan-
Meier survival curves to show the proportion of mice that survived (y axis) at eac‘ih weekly

interval (x axis) (see FIG. 22).
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Long-Term Potentiation (Electrophysiology) ‘

MeCP2 deficient mice have been previously reported to suffer from funct‘;ional and
ultrastructural synaptic dysfunction, significant impairment of hippocampus-dependenit memory
and hippocampal long-term potentiation (LTP) (Moretti et al. The Journal of Neuroscience. 2006.
26(1):319-327). To test the effects of the G-2-MePE treatment on synaptic function in the RTT
model we compared hippocampal LTP in both vehicle and G-2-MePE treated animals 2ilt 9 weeks
of age. To do so, we measured the slope of the fEPSP as a % of baseline potential in neurons in
slices of hippocampus from MeCP2 deficient mice treated with either saline or G-2-M¢PE (FIG.

23).

Results

FIG. 22 shows that G-2-MePE treatment increased survival of MeCP2 deficient mice.
Wild-type mice (top line) are control animals, and therefore their survival was 100% at each time
point. MeCP2 deficient mice treated with saline only died much more rapidly (dotted line) than
wild-type mice, such that by about 11 weeks, only 50% of the MeCP deficient mice survived. In
striking contrast, however, we unexpectedly found that MeCP2 deficient mice treated with G-2-
MePE survived substantially longer than saline-treated mice. At about 15 weeks, 50% of the
animals survived. Data initially presented showed that MeCP2 mice were impacted in terms of
survival such that 50 percent of animals had died by 11weeks in the untreated case. G-2-MePE
treated animals showed improved survival, with 50 percent having died at 16 weeks. In this
study, the longevity data were compromised by inconsistent veterinary procedures, such| that mice
did not have their teeth clipped consistently — a requirement in mecp2 mice unrecognized at the
start of the experiment. A consequence was the observation of early animal deaths unrelated to
Rett Syndrome (particularly in the control group). Re-examination of the data showed that the
effect of G-2-MePE persisted when the control group'was re-run, albeit the difference lin groups
being smaller (time to 50 percent death 13.5 weeks in controls, 1‘6 weeks in G-2-Mel’-’?E treated
animals). No safety concerns were raised by G-2-MePE treatment of mecp2 mice.

These results demonstrated that G-2-MePE can substantially increase survival of MeCP2
deficient mice. Because MeCP2 deficient mice are predictive of the pathology and therapeutic
efficacy in human beings with Rett Syndrome, we conclude that G-2-MePE can increase life span
of human beings with Rett Syndrome. |

FIG. 23 shows results of our studies to determine if G-2-MePE treatment increased
hippocampal long-term potentiation (LTP) as measured by the fEPSP slope in MeCP2| deficient
animals compared to saline-treated mutant mice. As shown in FIG. 23, we unexpectedly found
that G-2-MePE increased the slope of fESPS in MeCP2 deficient mice compared to animals

treated with saline only.
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These results demonstrated that G-2-MePE can be effective in treating MeCP2 deficient
mice in vivo. Because MeCP2 deficient mice are predictive of the pathology and therapeutic

efficacy in human beings with Rett Syndrome, we conclude that G-2-MePE can be an effective

therapy for people with Rett Syndrome.

Example9:  G-2-MePE Improves Dendritic Arborization and Increases Dendritic Spine
Length

We assess the effects of G-2-MePE treatment on dendrites. Transgenic mecp2
knockout mice (n = 15 to 20) were administered G-2-MePE intraperitoneally at a dose of
20 mg/kg once daily. Following sacrifice dendritic spine density, spine length and aborization

were examined after Gdlgi staining after nine weeks, as per the Table 1 below:

Table 1: Sample size for all neuron morphologic and spine analysis

MALE
Analysis AGE Sample size (no. of mice)  Sample  size  (average
{(Weeks) number of neurons or

dendrites per animal)
KO-vehicle KO-NNZ-  KO-vehicle KO-NNZ-

G-2MePE G-2MePE
Neuron 9 3 3 4 4
morphology
Spine Analysis 9 3 3 10 10

Dendritic length was assessed by distance from the soma of representative hippocampal CAl
neurons from 9 week old male mecp2 null mutant mice treated with either saline (3 neurons
analysed from 3 separate mice, n=9) or G-2-MePE (20 mg/kg i.p. 1/day, from week 4; 3 neurons
analysed from 3 se[;arate mice, n=9).

We observed that G-2-MePE improved dendritic arborization and increased
dendritic spine length. FIG. 24 depicts results of this study. Dendritic length in um (vertical
axis) is plotted against the distance (in pm; horizontal axis) from the soma of the celis. For cells
with dendrites close to the somas, the dendrites were short. However, as the distance from the
somas increased saline-treatment (open squares) produced dendritic lengths that increased to a
maximum at a distance of 70 pm from the soma and declined at distances further away from the

somas. In contrast, treatment with G-2MePE (filled squares) produced longer dendrites over

much of the range of distances from the somas.
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Eiample 10: Treatment of Rett Syndrome in Mice 11

Mice Mating and Genotyping

The MeCP2 germline null allele mice are used (Chen et al., 2001). Genotyping is
performed as in Chen et al. (Chen et al., 2001).

G-2-MePE Treatment

For the survival measurements, the nocturnal activity analysis and the immunoblot
analysis, G-2-MePE (synthesised Albany Molecular Research Inc. (Albany, NY) and supplied by
Neuren Pharmaceuticals Limited) is administered daily via intra-peritoneal injections (20 mg/kg,
vehicle=saline, 0.01% BSA). The treatment starts at P15 and is maintained throughout the course
of the experiments. For intracellular physiology experiments, the mice are injected daily with G-
2-MePE (20 mg/kg body weight, vehicle=saline, 0.01% BSA) for 2 weeks, from P15 to P28-P32
when they are used for acute slice preparation. For optical imaging experiments, mice are injected

with G-2-MePE (20 mg/kg body weight, vehicle=saline, 0.01% BSA) daily from the day of the lid

suture to the day of imaging.

Slice Physiology Preparation A

Coronal sections- (300 pm thick) at or near sensorimotor cortex are cut in <4°C ACSF
using a Vibratome. Slices are incubated at 37°C for 20 minutes after slicing, and at room
temperature for the remainder of the experiment. Slices are transferred to a Warner chamber and
recordings are taken from visually identified pyramidal neurons located in layer 5. Artificial
cerebral spinal fluid (ACSF) containing 126 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, | mM NaHPO4, 3 mM
KCl, 2 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, and 14 mM dextrose, is adjusted to 315-320 mOsm and 7.4
pH, and bubbled with 95% 02/5% CO2. The intracellular pipette solution contained 100 mM
potassium gluconate, 20 mM KCI, 10 mM HEPES, 4 mM MgATP, 0.3 mM NaGTP, and 10 mM

Na-phosphocreatine.

Intracellular Whole-Cell Recordings

Borosilicate pipettes (3-5 MQ, WPI) are pulled using a Sutter P-80 puller (Sutter
Instruments). Cells are visualized with an Achroplan 40x water-immersion lens with infrared-DIC
optics (Zeiss) and detected with an infrared camera (Hamamatsu) projecting to a video monitor.
Experiments are driven by custom acquisition and real-time analysis software written in Matlab
(Mathworks, Natick, Mass.) using a Multiclamp 700B amplifier (Axon Instruments) connected to
a BNC-2110 connector block and M-Series dual-channel acquisition card (National Instruments).
Gigaseal and rupture is achieved and whole-cell recordings are continuously verified for low

levels of leak and series resistance. For each recording, a 5 mV test pulse is applied in voltage
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clamp ~10 times to measure input and series resistance. Then in current clamp ~10 pulses (;500
ms, 40-140 pA at 10 pA increments), are applied to quantify evoked firing rates and cellular
excitability. Access resistance, leak, and cellular intrinsic excitability are verified to be consn.'cl,tent
across groups. Finally, spontaneous EPSCs under voltage clamp at -60 mV are sampled at lO;‘kHz
and low-pass filtered at 1 kHz. Analysis is performed using a custom software package writt‘len in

Matlab, with all events detected according to automated thresholds and blindly verified for,’each
l

event individually by the experimenter. !;
| |
Golgi Staining l
Samples (<! ¢cm) from P28 mice are fixed in 10% formalin and 3% potassium bichr'pmate
for 24 hours. Tissue is then transferred into 2% silver nitrate for 2 days in the dark at! room
temperature. Sections from these samples are then cut at 50 um thickness into distilled;’water.
Sections corresponding to motor cortex are mounted onto slides, air dried for 10 mmute’as and
then dehydrated through sequential rinses of 95% alcohol, 100% alcohol, and xylene, and then
sealed with a coverslip. Images re acquired at 10x (whole cell) and 100x (spine imaging) ”usmg a
Zeiss Pascal 5 Exciter confocal microscope. ,’
|
Optical Imaging of Intrinsic Signals ’l
Adult (>P60) wild type (SVEV or BL6) and MeCP2 (+/-) mutant females (BL6) 'Iare used
for this experiment. The wild type control group is composed of both wild type litterT"nates of
MeCP2+/- females or wild type age matched SVEV females. For monocular deprivationT' animals
are anesthetized with Avertin (0.016 ml/g) and the eyelids of one eye is sutured for 4 dallys. Prior
to imaging, the suture is removed and the deprived eye re-opened. Only animals in vl'hich the
deprivation sutures are intact and the condition of the deprived eye appears healthy are used for
the imaging session. For G-2-MePE signaling activation, a solution containing G- 2 MePE is
injected intra-peritoneally (IP) daily for the entire period of deprivation. For the i lmagmg sessions
mice are anesthetized with urethane (1.5 g/kg; 20% of the full dosage is administered Il:’ each 20-
30 minutes up to the final dosage, 0.02 ml of cloroprothixene 1% is also injected togeth%:r with the
first administfation). The skull is exposed and a custom-made plate is glued on tlle head to
minimize movement. The skull is thinned over V1 with a dremel drill and coverflld with an
agarose solution in saline (1.5%) and a glass coverslip. During the imaging session, th,'le animal is
constantly oxygenated, its temperature maintained with a heating blanket an(l' the eyes
periodically treated with silicone oil; physiological conditions are constantly monj"itored. The
anesthetized mouse is placed in front of a monitor displaying a periodic stimulus éresented to
either eye, monocularly; the stimulus consisted of a drifting vertical or horizontal white bar of

. . . . l .
dimensions 9°x72°, drifting at 9 sec/cycle, over a uniformly gray background. The skull surface is
l
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illuminated with a red light (630 nm) and the change of luminance is captured by a CCD fcamera
(Cascade 512B, Roper Scientific) at the rate of 15 frames/sec during each stimulus sessio;n of 25
minutes. A temporal high pass filter (135 frames) is employed to remove the slow signa,’l noise,
after which the signal is computer processed in order to extract, at each pixel, the tempofral Fast
Fourier Transform (FFT) component corresponding to the stimulus frequency. The FFT arl1‘f1plitude
is used to measure the strength of the visual evoked response to each eye. The ocular do,‘minance
index is derived from each eye's response (R) at each pixel as ODI=(’Rcontra—
Ripsi)/(Rcontra+Ripsi). The binocular zone is defined as the regi’on activated by fhe stimu!lation of
the eye ipsilateral to the imaged hemisphere. ,,

l

l

Heart Rate Measurements l,

Real time cardiac pulse rate is measured using a tail clip sensor (Mouse OX Oximeter--
Oakmont, PA). Mice are not gnesthetized but physically restrained in a fitted open plastic tube.
Prior to the recording session the tube is placed overnight in the cages housing the experimental
animals to allow habituation. Body temperature is maintained at ~82-84°F throq’ghout the
recording time. We record 3 trials of 15 minutes for each mouse, mice are 8 weeks old _ejlnd treated
with vehicle or G-2-MePE from P15. l,

I
I

Nocturnal Activity Measurements ,’

Spontaneous motor activity is measured by using an infrared beam-activated movement-
monitoring chamber (Opto-Varimax-MiniA; Columbus Instruments, Columbus, Ohio"). For each
experiment, a mouse is placed in the chamber at least 3 h before recordings started. l\‘{{lovement is

monitored during the normal 12-h dark cycle (7 p.m. to 7 a.m.). One dark cycle pel‘l animal per

f
l
|
l
l

time point is collected.

Results |
To test whether G-2-MePE treatment will impact the development of cardinal features of

|
the RTT disease, 2 week old mutant animals are given daily intra-peritoneal injections for the
course of their lifespan. Measurements of synaptic physiology, synaptic molecular composition,

and cortical plasticity are then acquired as detailed below, along with health-related measurements

such as heart rate, locomotor activity levels, and lifespan. l,
|
.’

Effects of G-2-MePE on the Synaptic Physiology of MeCP2 Mutant Micf‘e

Recent studies have reported that neurons across multiple brain regions fof MeCP2-/y
mice display a profound reduction in spontaneous activity (Chang et al., 2006; Chz!ilo et al., 2007,
Dani et al., 2005; Nelson et al., 2006) a phenotype that is rescued by over—expres,_’sion of BDNF
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(C'hang et al., 2006). Similarly, acute application of an IGF1 derivative has been !shown to elevate
evoked excitatory postsynaptic current (EPSC) amplitudes by 40% in rat hippé)campal cultures
(Ramsey et al., 2005; Xing et al., 2007). To test the efficacy of G-2-MePE iin rescuing the
MeCP2-/y physiological phenotype, we acquire intracellular whole cell recordir}‘gs in acute brain
slices, measuring excitatory synaptic drive (spontaneous EPSC amplitude and frequency) in layer
5 cortical neurons. Here, EPSCs recorded from -/y animals are significantly redt}xced in amplitude
compared to EPSCs measured in wild-type animals. The trend is partially rc],lversed in EPSCs
recorded from MeCP2-/y animals treated with G-2-MePE, which are signi:ﬁcantly larger in
amplitude than EPSCs from MeCP2-/y mice treated with vehicle. These differe:nces are also seen
when averaging across cells. Throughout these measurements, access resistance] leak, and cellular
intrinsic excitability are also verified to be consistent across groups. Quantifyir‘!\g EPSC intervals
also shows a slight increase in the interval between EPSC events (reduced :EPSC frequency)
between wild-type and MeCP2-/y animals (P=0.04, Kolmogorov-Smirnov test).f Our findings thus
indicate that the reduction of excitatory synaptic drive in cortical cells of MeC};’Z-/y mice, and its

partial rescue following G-2-MePE treatment, are due in part to a change in EP;SC amplitude as a

"consequence of a change in the strength of the synapses mediating excitatory transmission in this

region. {

|

We use Golgi staining to label neurons sparsely and distinctly, and applied high-

G-2-MePE Treatment Stimulates Cortical Spine Maturation

resolution confocal imaging to measure dendritic spine density and morphol‘l)gy in the labelled
cells, restricting analysis to layer 5 pyramidal neurons in sections of motor (;I:ortex from critical
period mice (P28). (

While low-magnification imaging clearly delineates the extent of tll'le dendrites of the
pyramidal cells we use higher magnifications to count synaptic contacts and determine the
morphological class of each spine. We classify spines as either large and bulbous ("mushroom",
M), short and stubby ("stubby", S), short and thin ("thin", T) or ﬁlopddia (F). Comparing the
density of spines per unit branch exhibits a trend of decreased spine density in knockout neurons

|

Together these results indicate the potential for deficits in the number and maturational

that is largely ameliorated in the knockout with treatment.

status of dendritic contacts in the knockout to underpin functional dejfects in excitatory

|
transmission, in a manner that can be treated following administration of G-2-MePE.
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Ocular Dominance (OD) Plasticity in Adult MeCP2+/- Mice Is Reduced By
G-2-MePE |

Developmental changes in OD plasticity are controlled in part b)% the activation of the

IGF-1 pathway, and administration of (1-3)IGF-1 can reduce OD plasticity in wild type young

mice (Tropea et al., 2006). We therefore test if G-2-MePE treatment could stabilize the prolonged

{ .
OD plasticity observed in adult MeCP2 mutants. Female MeCP2+/- mice, laged P60 or more, are
monocularly deprived for 4 days and treated concurrently with G-2- MePE G-2-MePE treatment
reduces the OD plasticity in the adult Mecp2+/- mice, indicating that mdeed G-2-MePE can

|
rapidly induce synapse stabilization or maturation.

|
|

Bradycardia in MeCP2-/y Mice Is Treated By G-2-MePE ,’

In addition to examining the efficacy of G-2-MePE in amelioraﬁng neurophysiological
symptoms, we seek to characterize its effects on the general health of the organism. Clinical and
experimental evidence shows autonomic system dysfunctions such as labtle breathing rhythms
and reduced baseline cardiac vagal tone in Rett Syndrome patients (Julu et al.,, 2001). A poor
control of the feedback mechanisms that regulate blood pressure hlomeostasis through the
sympathetic system, for example hyperventilation-induced decrease in l}'ean rate, is common in
Rett Syndrome patients and can cause life threatening cardiac arrhythmia’ts (Acampa and Guideri,
2006; Julu et al., 2001). (

The pathogenesis of the cardiac dysautonomia, although not well understood, suggests
that immature neuronal connections in the brainstem could be the caus'e. To examine heart rate
abnormalities in MeCP2-/y mice and the effect of G-2-MePE treatment, we monitor real time
cardiac pulse rate in non-anesthetized wild type and MeCP2-/y animals freated with vehicle or G-
2-MePE. Wild type mice exhibit a regular distribution of heart rate mieasurements centred near
750 beats per minute. In contrast, MeCP2-/y mice exhibit a more irregular heart rate with a lower

average rate, the occurrence of which s significantly reduced follovl/ing treatment with G-2-

MePE. |
|

~ G-2-MePE Administration Improves Locomotor Activity an’d Life Span
MeCP2-/y mice develop Rett-like symptoms beginning at 4'6j weeks of age when they
progressively become lethargic, develop gait ataxia and die between! 10 and 12 weeks of age
(Chen et al., 2001). Baseline locomotor activity is also recorded in m»icei after 6 weeks by counting
nocturnal infrared beam crossing events within a caged area. MeCP2 knockout mice (KO)
exhibits markedly reduced locomotor activity levels compared to ¢vi|d-type mice (WT), but

treatment with G-2-MePE (KO-T) elevates these levels.

#
|
|
|
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Finally, _c;)r:r{p-ared to MeCP2 KO littermates, MeCP2-/y miice treated with G-2-MePE
also show a ~50% increase in life expectancy (an increase in the 0.5 probability survival rate).

We also measure the effect of G-2-MePE treatment on |neuron soma size in the
hippocampus. Mice are treated with G-2-MePE as described above fdr locomotor activity. Soma
size in neurons in the CA3 region of the hippocampus is significantly impaired in MeCP2 KO

animals relative to wild-type animals. G-2-MePE treatment increases average soma size in KO

animals, but has little or no effect on soma size in wild type animais.
Example 11:  Effect of Oral G-2-MePE on Survival in Rett Syndl!'ome in Mice

Because Rett Syndrome is a chronic, debilitating disorder invoilving loss of motor skills, it
is desirable to treat Rett Syndrome using easily administered preparations. To this end, we can
take advantage of unexpectedly beneficial therapeutic and pharmacokinetic properties of G-2-
MePE and related compounds (U.S. Pat. Nos. 7,041,314, 7,605,177,1 7,714, 070, 7,863,309 and
U.S. Appl. Nos. 11/315,784 and 12/903,844).

Therefore, we administer G-2-MePE orally to MeCP2 deficient mice as described in US

2009/0074865. Briefly, an aqueous solution, a water-in-oil emulsion (micro-emulsion, coarse
emulsion or liquid crystal), or a gel composition containing a pharmaceutically effective amount
of G-2-MePE (20 or 80 mg/kg per animal) is administered daily. lln control MeCP2 deficient
animals, we administer saline only, and wild-type animals are used to Obtain baseline data similar
to the design of studies described in Example 8 above. |

In wild-type animals, survival is defined to be 100% at ea(l:h time point. In MeCP2
deficient animals, survival is decreased substantially. However, after ‘oral administration of G-2-

MePE to MeCP2 deficient mice, survival is increased substantially.

Example 12: Effect of G-2MePE on Seizure Activity in Rett Synd;rome in Mice

Because seizures are a prominent, hazardous and a difﬁcdlt to treat aspect of Rett
Syndrome, we determine the effects of G-2MePE on seizure activity ini MeCP2 deficient animals.
G-2-MePE can be effective in treating seizure activity in animals with: neurodegenerative disease
(U.S. Pat. No. 7,714,020). Therefore, we carry out experiments to determine whether G-2-MePE
can also treat seizure activity in MeCP2 deficient mice. |

Electroencephalograpic recordings of wild-type mice and MeCP2 deficient mice treated
with either saline or G-2-MePE are obtained using methods described i|I1 U.S. Pat. No. 7,714,020.

We find that G-2MePE can be effective in decreasing both motor seizures and non-

convulsive seizures.
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Conclusions

Based on our in vivo and in vitro studies in MeCP2 deficient animals, we conclude that G-
2-MePE can be an effective therapy for treating human beings with lf{ett Syndrome. Moreover,
because G-2-MePE has unexpectedly longer half life than a naturally occurring compound ((1-3)
IGF-1; Glycyl-Prolyl-Glutamate or GPE) (FIG. 21), we conclude tlhat use of G-2-MePE has
distinct and substantial advantages over other pharmacological agents, lincluding GPE.

For example, G-2-MePE is not degraded by gastrointestilhal cells, is taken up by
gastrointestinal cells, and is active in the central nervous system after oral administration (Wen et
al., U.S. Appl. No. 12/283,684; U.S. 2009/0074865, U.S. Pat. No. 7,8%37,839, incorporated herein
fully by reference), Therefore, G-2MePE need not be delivered intrlavenously, subcutaneously,
intraventricularly, or parenterally. In fact, oral formulations comprisihg micro-emulsions, coarse
emulsions, liquid crystal preparations, nanocapsules and hydrogels can be used in manufacture of
orally administered preparations such as tablets, capsules and gels theit can improve neurological

function and treat neurodegenerative conditions (U.S. Pat. No. 7,887:,839). Compounds of this

invention can be used in situations in which a patient’s motor functioning is below that needed to -

swallow a table or capsule. There are several types of soluble gel's for oral administration of
compounds, and these can be used to deliver a compound or compo!sition of this invention to a
patient. Because G-2-MePE can be easily administered orally and is orally effective in treating
neurodegenerative disorders, including Rett Syndrome, we conclude that G-2-MePE can be
convenient and beneficial for long-term therapy of patients with Rett Syndrome.

Further, because Rett Syndrome shares key features with other autism spectrum disorders,
compounds of this invention can be useful in providing therapeutic ?eneﬁt from animals having
other ASD, and in humans with autism, Asperger Syndrome, Childh?od Disintegrative Disorder,

and Pervasive Developmental Disorder - Not Otherwise Specified (P[;5D-NOS).

Example 13: Treatment of ASD
Shank3-Deficient Mouse Model
Shank3- deficient mice are used in the study as a model of 22q13 deletion syndrome

associated with ASD. , .
22q13 deletion syndrome has been linked with deletions or mutations in Shank3 gene

(Bonaglia et al, 2006). The Shank3 gene codes for a master scaffolding protein which forms the

framework in glutamatergic synapses (Boeckers et al, 2006). Shank3 is a crucial part of the core

of the postsynaptic density (PSD) and recruits many key functional elements to the PSD and to
the synapse, including components of the a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionic
acid (AMPA), metabotropic glutamate (mGlu), and N-methyl-D-aspzlirtic acid (NMDA) glutamate

receptors, as well as cytoskeletal elements. Recent studies exploring the rate of 22q13 deletions/
|
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: |
Shank3 mutations suggest that-haploinsufficiency of Shank3 can cause a monogenic form of ASD

with a frequency of 0.5% to 1% of ASD cases (Durand et al, 2907; Moessner et al, 2007; Gauthier
et al, 2008). |

The generation of the mouse model with disrupted expression of full-length Shank3 has
been previously described in the art (Bozdagi et al., Moleculelir Autism 2010; 1:15, p4). Briefly,
Bruce4 C57BL/6 embryonic stem cells were used to generate a mouse line that had loxP sites
inserted before exon 4 and exon 9. The floxed allele was excised and a line was maintained with a
deletion of exons 4 to 9, i.e. a complete deletion of the ankyrinI repeat domains of Shank3. Wild-
type (+/+), heterozygous (+/-) and knockout (-/-) mice !were produced, with Mendelian
frequencies from heterozygote-heterozygote crosses. A 50% reduction of full length Shank3
mRNA was confirmed in heterozygotes (QPCR) as well as a recjiuced expression of Shank3 protein
(by immunoblotting with Shank3 antibody N69/46). ‘

Heterozygous mice generated by crossing wild-type mice with heterozygotes are used in
this example to best model the haploinsufficiency of Shank3, respbnsible for 22q13 deletion

syndrome.

Methods
Drug Treatment
1 to 3 month old wild type and heterozygous Shark3-deficient mice are divided into 4
treatment groups: placebo treated wild-type, placebo treated Shank3-deficient group and two
Shank3-deficient G-2-MePE treated groups. The animals are gi}ven placebo (water) or G-2-MePE
formulated in water administered orally, b.i.d for 14 days. G-2-MePE is administered at two

doses: 15 or 60 mg/kg.

Methodology
A detailed description of the methodology can be found in Bozdagi et al. (Molecular
Autism 2010, 1:15). |

Behavioral Analyses L

Behavioral assessments are made at several time points, and include analysis of social
interactions and ultrasonic social communication, in line witp the methodology described by
Bozdagi et al. Briefly, male-female social interactions in each tli'eatment group are evaluated. The
subject males are group-housed and individually tested in cléan cages with clean litter. Each
testing session lasts 5 min. Each of the subject mice is paired lwith a different unfamiliar estrus
C57BL/6] female. A digital closed circuit television camera (Panasonic, Secaucus, NJ, USA) is

positioned horizontally 30 cm from the cage. An ultrasonic microphone (Avisoft UltraSoundGate
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condenser microphone capsule CM1S5; Avisoft Bioacoustics, B"erlin, Germany) is mounted 20 cm
above the cage. Sampling frequency for the microphone is 2505 kHz, and the resolution is 16 bits.
While the equipment used cannot distinguish between callslillemitted by the male subject and
female partner, the preponderance of calls during male—fem%lle interactions in mice is usually
emitted by the male. The entire apparatus is contained in a sound-attenuating environmental
chamber (ENV-018V; Med Associates, St Albans, VT, USA)jilIuminated by a single 25-Watt red
light. Videos from the male subjects are subsequently scored tf)y an investigator uninformed of the
subject’s genotype and treatment group on measures of nose;ito-nose sniffing, nose-to-anogenital
sniffing and sniffing of other body regions, using Noldus Obi"server software (Noldus Information
Technology, Leesburg, VA, USA). Ultrasonic vocalizations q’lre identified manually by two highly
trained investigators blinded to genotype/treatment group inf;'ormation, and summary statistics are

calculated using the Avisoft package. Interrater reliability ,'is 95%. Data are analysed using an

unpaired Student’s ¢-test. ,'

Olfactory habituation/dishabituation testing is conléiucted in male and female mice for
each group. The methodology is as previously described (S:,ilverman et al 2010, Yang et al 2009
and Silverman et al 2010). Non-social and social odors are|presented on a series of cotton swabs
inserted into the home cage sequentially, each for 2 min,li in the following order: water, water,
water (distilled water); almond, almond, almond (1:100 dilution almond extract); banana, banana,
banana (1:100 dilution artificial banana flavouring); socia¥l 1, social 1, social 1 (swiped from the
bottom of a cage housing unfamiliar sex-matched B6 nlllice); and social 2, social 2, social 2
(swiped from the bottom of a second cage housing a diﬁ“‘l’erent group of unfamiliar sex-matched
129/SvimJ mice). One-way repeated measures ANOVA is,! performed within each treatment group

|
for each set of habituation events and each dishabituation event, followed by a Tukey post hoc

l
|
Hippocampal Slice Electrophysiology ]
Post-mortem, acute hippocampal slices (350 pml') are prepared from mice using a tissue

test.

chopper. Slices are maintained and experiments are con‘,ducted at 32°C. Slices are perfused with
Ringer's solution containing (in mM): NaCl, 125.0; fKC!, 2.5; MgSQ,, 1.3; NaH,PO,, 1.0;
NaHCO;, 26.2; CaCl,, 2.5; glucose, 11.0. The Ringer's slt,)lution is bubbled with 95% 02/5% CO2,
at 32°C, during extracellular recordings (electrode solutfion: 3 M NaCl). Slices are maintained for
1 hr prior to establishment of a baseline of field exlc::itatory postsynaptic potentials (fEPSPs)
recorded from stratum radiatum in area CAl, evoked fby stimulation of the Schaffer collateral-
commissural afferents (100 ps pulses every 30 s) with t'iipolar tungsten electrodes placed into area
CA3. Test stimulus intensity is adjusted to obtain fEPSfPs with amplitudes that are one-half of the

maximal response. The EPSP initial slope (mV/ms) is ,‘determined from the average waveform of
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four consecutive résponses. Input-output (1/0) curves are génerated by plotting the fEPSP slope
versus fiber volley amplitude in low-Mg®* (0.1 mM) solt,lxtion. AMPA receptor-mediated and
NMDA receptor-mediated /O relationships are measured m' the presence of ionotropic glutamate
receptor antagonists: 2-amino-2-phosphonopentanoic a(%id APV (50uM) and 6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione  CNQX (100uM). Paired-pu|lse responses are measured with
interstimulus intervals of 10 to 200 ms, and are expressed ds the ratio of the average responses to
the second stimulation pulse to the first stimulation pulse. |

LTP is induced either by a high-frequency stimulus (four trains of 100 Hz, 1 s stimulation
separated by 5 min), or by theta-burst stimulation (TBS)lI (10 bursts of four pulses at 100 Hz
separated by 200 ms), or by a single 100 Hz stimulationL for control and genetically-modified
mice. To induce long-term depression (LTD), Schaffer; collaterals are stimulated by a low
frequency or paired-pulse low frequency stimulus (900 pul:ses at 1 Hz for 15 min) to induce mGlu
receptor-dependent LTD. Data are expressed as mean:s + SD, and statistical analyses are
performed using analysis of variance (ANOVA) or student’s t-test, with significance set at an a

level of 0.05. |

l
|
Results ' ’
Behavioral ”

Cumulative duration of total social sniffing by tHe male test subjects is lower in placebo
treated Shank3-deficient group than in placebo treated| wild-type group. In addition, fewer
ultrasonic vocalizations are emitted by the placebo treal‘ted Shank3-deficient group than by the
wild-type controls during the male-female social interactions.

G-2-MePE treatment in the two Shank3-deﬁcien!t groups results in a significant increase
in the cumulative duration of total social sniffing in comparison to the placebo treated Shank3-
deficient group. Moreover, the G-2-MePE treated glioups display an increased number of
ultrasonic vocalizations than the placebo treated mutant éroup.

In the olfactory habituation/dishabituation studiy, intended to confirm that the mice are
able to detect social pheromones, all 4 groups display q’ormal levels of habituation (indicated by

|
decreased time spent in sniffing the sequence of |three same odors), and the expected

dishabituation (indicated by increased spent in sniffing the different odor).

|
|

Electrophysiology (

Plotting field excitatory postsynaptic potentialI (fEPSP) slope versus stimulus intensity
demonstrates a reduction in the YO curves in the placlebo treated Shank3-deficient group versus
the control group. In the heterozygous placebo treated group we also observe a decrease in AMPA

|
receptor-mediated field potentials, reflected in a 50% decrease in the average slope of 1/O
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function compared to the wild-type control group. In |contrast, when the I/O relationship is
analysed in the presence of the competitive AMPA/kainate receptor antagonist CNQX to measure
synaptic NMDA receptor function, there is no difference between the wild-type and placebo

treated heterozygous groups. These results indicate that/there is a specific reduction in AMPA

receptor-mediated basal transmission in the Shank3 heterozygous mice.
G-2-MePE treatment in both heterozygous groups normalizes the AMPA receptor-
|
mediated field potentials and causes an increase in the average slope of 1/O function compared to

The maintenance of LTP in the placebo treated Shank3-deficient group is clearly impaired

i

the placebo treated Shank3-deficient group.

in comparison to the wild-type control. TBS LTP test!s (10 bursts of four pulses at 100 Hz
separated by 200 ms) also show a siéniﬁcant decrease in‘ the potentiation at 60 min after TBS in
the placebo treated Shank3-deficient group. In contrast to the altered synaptic plasticity observed
with LTP, long-term depression (LTD) was not signiﬁcanltly changed in the mutant group.

G-2-MePE treatment increased hippocampal long-term p(!)tentiation (LTP) and its maintenance in

both Shank3-deficient group in comparison to the placebo! treated Shank3-deficient group.

Poor social competencies and repetitive behaviors are the common features and key

diagnostic measures of all forms of ASD. Delayed intellectual development and underdeveloped

language skills are also a common feature present in all A|SD, excluding Asperger syndrome.

The animal models described above have been accepted in the art as demonstrating
similar symptoms to the clinical human conditions. All mutant models discussed above (NLGN3,
NLGN4, CADM1, NRXN1, FMRI1, shank3) exhibit impaired social skills or increased social
anxiety. Decreased excitatory transmission into the hippocampus has been identified in NRXNI,
shank3, MeCP2 and FMRI mutant animal models. At |present no polygenetic or multifactorial
models of ASD have been described. The animal models described above, based on genetic
defects that are known to produce ASD in human population, provide the best opportunity to test
the efficacy of ASD therapies.

Therefore the efficacy of G-2-MePE in animal models of ASD is reasonably predictive of

its efficacy in a human subject suffering from ASD.

Example 14: G-2-MePE Treatment Changes the Morphology of Neurens in an in
vitro Human Model of Rett Syndrome

To test the effects of G-2-MePE on neuronal morphology, we used an in vitro model of
RTT described in Marchetto et al., 4 model for neural development and treatment of Rell
syndrome using human induced pluripotent stem cel?ls, Cell 143:527-539 (2010) (including
s
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subplemental information). The model uses induced pluri[;Sotent stem cells (iPSCs) generated

from fibroblasts of human RTT patients carrying different MeCP2 mutations.

Methods ‘(

Cell Culture and Retrovirus Infection (

RTT fibroblasts (carrying 4 distinct MeCP2 muta'}tions) and control fibroblasts are
generated from explants of dermal biopsies. The shRNA against target MeCP2 gene is cloned
into the LentiLox3.7 lentivirus vector (as described in Ma"lrchetto et al.). The fibroblasts are
infected with retroviral reprogramming vectors (Sox2, Oct4,lI c-Myc and KIf4). Two days after
infection, fibroblasts are plated on mitotically inactivated mou'lse embryonic fibroblasts with hESC
medium, After 2 weeks, iPSC colonies that emerge from \the background of fibroblasts are
manually picked and transferred to feeder-free conditions on\matrigel-coated dishes (BD) using
embryonic stem cell culture media mTeSR™ (Stem Cell Technologies) and passaged manually.
Gene expression profiles of the generated clones are measure(li:l using human genome Affymetrix
Gene Chip™ arrays to confirm that reprogramming is successf?l.

Neural Differentiation: NPCs and Mature Neurons({ »

To obtain neural progenitor cells (NPCs), embryoid bodies (EBs) are formed by
mechanical dissociation of cell clusters and plating onto low-al'tdherence dishes in hESC medium
without FGF2 for 5-7 days. After that, EBs are plated onto polly-omithine/laminin-coated dishes
in DMEM/F12 plus N2 medium (serum-free supplement for growth and expression of post-
mitotic cells). Resulting rosettes are collected after 7 days a!}nd dissociated with accutase and
plated onto coated dishes with NPC media (DMEM/F12; (?.SX N2; 0.5X B27 and FGF2).
Homogeneous populations of NPCs are achieved after 1-2 palssages with accutase in the same
condition. To obtain mature neurons, floating EBs are treated with 1uM or retinoic acid for 3
weeks (giving the total time of differentiation of 4 weeks). i\/lature EBs are dissociated with
papain and DNAse for 1h at 37°C and plated in poly-omithi|ne/laminin-coated dishes in NPC
|

Treatment with G-2-MePE ‘\

RTT neuronal cultures are treated with G-2-MePE (1 nM‘\-lOpM) for 1 week.

Immunocytochemistry and Quantification of Neuronal Morphology

Cells are fixed in 4% paraformaldehyde and penneabi"lized with 0.5% Triton-X100 in
PBS. Cells are then blocked in PBS containing 0.5% Triton-X100 and 5% donkey serum for 1h at
room temperature. Fluorescent signals are detected using a Zeiss\ inverted microscope and images
|
|
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are proceésed with Photoshop CS3. The following primary antibodies are used: TRA-1-60,
TRA-1-81 (1:100), Nanog and Lin28 (1:500), human Nestin (1:100), Tuj-1 (1:500), Map2
(1:100); meCP2 (1:1000; VGLUTI (1:200), Psd95 (1:500), GFP (1:200), Sox1 (1:250), Mushasil
(1:200) and me3H3K27 (1:500). Cell soma size is measured !using suitable software (e.g. Imagel)

. after identification of neurons using the Syn::EGFP™. The morphologies of neuronal dendrites

and spines are studied from an individual projection of z-stjacks optical sections and scanned at
0.5um increments that correlate with the resolution valued a“t z-plane. Each optical section is the
result of 3 scans at 500 Ips followed by Kalman filtering. F(Lr synapse quantification, images are
taken by a z-step of lum using Biorad radiance 2100™ confocal microscope. Synapse
quantification is done blinded to genotype. Only VGLUTI puncta along Map2-positive processes

are counted. Statistical significance is tested using 2-way ANOVA test and Bonferroni post-test.

Calcium Imaging

Neuronal networks derived from human iPSCs are infected with the lentiviral vector
carrying the Syn:DsRed reporter construct. Cell cultures are washed twice with sterile Krebs
HEPES Buffer (KHB) and incubated with 2-5 pM Fluo-4AM™ (Molecular Probes/Invitrogen,
Carlsbad, CA) in KHB for 40 minutes at room temperature) Excess dye is removed by washing
twice with KHB, and an additional 20 minutes incubation is!done to equilibrate intracellular dye
concentration and allow de-esterification. Time-lapse image“ sequences (100X magnification) of
5000 frames are acquired at 28 Hz with a region of 336 x 25§ pixels, using a Hamamatsu ORCA-
ER™ digital camera (Hamamatsu Photonics K.K., Japan) :with a 488 nm (FITC) filter on an
Olympus IX81 inverted fluorescence confocal microscope (Qlympus Optical, Japan). Images are
acquired with MetaMorph 7.7 (MDS Analytical Technol:ogies, Sunnyvale, CA). Images are
subsequently processed using ImageJ™ and custom written routines in Matlab 7.2™ (Mathworks,
Natick, MA). J

Electrophysiology

Whole-cell patch clamp recordings are performed from cells co-cultured with astrocytes
after 6 weeks of differentiation. The bath is constantly perfuséd with fresh HEPES-buffered saline
(see supplemental methods for recipe). The recording micropipettes (tip resistance 3—6 MQ) are
filled with internal solution described in the Supplemental m}aterials. Recordings are made using
Axopatch 200B™ amplifier (Axon Instruments). Signals are filtered at 2 kHz and sampled at 5
kHz. The whole-cell capacitance is fully compensated. The se(ries resistance is uncompensated but
monitored during the experiment by the amplitude of the caﬁ)acitivc current in response to a 10-
mV pulse. All recordings are performed at room temperaturt!: and chemicals are purchased from

i
Sigma. Frequency and amplitude of spontaneous postsynaptic currents are measured with the
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Mini An.él;éis Prog;ar-nm_s-oft\#are (Synaptosoft, Leonia, NJ). Sltatistical comparisons of WT and
RTT groups are made using the non-parametric Kolmogorov-ESmimov two-tailed test, with a
significance criterion of p = 0.05. EPSCs are blocked by CNQX or DNQX (10-20 uM) and IPSPs
are inhibited by bicuculine (20 pM). ‘||
[

\

RTT iPSC-derived neurons are characterized by decr%?ased number of glutamatergic

Results

synapses, reduced spine density and smaller soma size. RTT neurons also show certain
electophysiological defects, i.e. a significant decrease in frequenéy and amplitude of spontaneous
synaptic currents when compared to controls. The RTT neurons!show a decreased frequency of
intracellular calcium transients. ' 1

We test G-2-MePE in the above mode! to test whether an‘y of the pathologies of the RTT
phenotype can be attenuated. I\

Treatment of the cell cultures with each drug concéntration improves all of the
morphological and physiological parameters of the treated RTT cell cultures in comparison to the
non-treated RTT controls. Specifically, we observe a signiﬁclj,ant increase in glutamatergic
synapse numbers in the G-2-MePE treated RTT cells. All concent]rations of G-2-MePE treatment
increase VGLUTI puncta number in the RTT-derived neurons. G-2-MePE treatment normalizes
the frequency and amplitude of spontaneous post-synaptic currenl‘lts as well as the frequency of
calcium transients generated by synaptic activity of the G-2-MePE treated RTT neurons.

In the present in vitro model of human RTT, the iPSCs d!]erived from RTT patients and
neurons differentiated from them are characterized by abnormalitjes in the MeCP2 expression.
As discussed in the detailed description of the invention above, the ‘Yast majority of RTT cases are
associated with mutations of the MeCP2 gene. Therefore the efﬁcaéiy of G-2-MePE in the present

in vitro model of human RTT is reasonably predictive of its efficacy in a human subject suffering

from RTT. \\

|

Example 15:  Effects of G-2-MePE in Human Beings with Rett |ESyndrome
Methods ‘I .

Thirty subjects with Rett Syndrome are recruited. Subjects I‘lare female and aged between
16 and 29 years (Mean = 12.1 SD = 4.4). All subjects have an IQ <60 and mutations of the
MECP2 gene. Subjects also show ether spike activity in the EIIEG or an increase in lower
frequency bands of the EEG as detected by Fast Fourier Transform (IT“FT). Subjects are instructed
that concomitant medications are to be stable for at least six weeks prior to study. Subjects

|
receiving medication to treat signs of inattention are tested in the mcf‘)ming and instructed to take

their medication in the afternoon. Subjects with QTc interval >451 m'lsec are excluded.

|
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The study is a randomized double blind placebo controlled parallel study with three doses

of either placebo, 10 mg/kg T.I.D oral G-2-MePE for five days% or 30 mg/kg T.LD. oral G-2-
MePE. !
|

Subjects are tested at baseline using the following instruments: The Rett Syndrome

|
5  Natural History / Clinical Severity Scale, Aberrant Behavior Checklist Community Edition

|
(ABC), Vinelands, Clinical Global Impression of Severity (CGI-S)jand their carers completed the
\ .

Caregiver Strain Questionnaire (CSQ). \

Subjects are brought into clinic on an inpatient basis to enable initial baseline recordings

|
of EEG, ECG and respiratory rate continuously for 24 hours using polysomnography technology.
10  Hand movements are also recorded using the Q-Sensor™. Detived EEG measures include:
spikes per unit time in the EEG, overall power of frequency bands ollf the EEG, QTc and heart rate

variability (HRV), and respiratory irregularities. !

Adverse events are also recorded using standard safety'.lmeasures and the SMURF
. 3 . 1
elicitation of adverse events \

|
Statistically, the effect of treatment with G-2-MePE is analylsed by conducting a repeated

analysis of covariance (ANCOVA) on the effect of treatment on chanige from baseline scores.
]

\

\
Results \

|
Treatment with G-2-MePE produces no more adverse evelf\ts than are present during

15

20  treatment with placebo, with all adverse events being of short dura&\ion and mild severity. No
Serious Adverse Events are reported. No instances of increases in QTC are reported.
No effects are seen on respiratory rate or heart rate variability.I\|
|
Treatment with G-2-MePE produces a significant overall reduc?tion of spikes per unit time

in the EEG. Treatment with 30 mg/kg T.I.D. oral G-2-MePE decreases spike activity compared

|
25  to placebo. This dose of G-2-MePE also decreases the power of the delta band of the EEG

\
compared to placebo. |

Treatment with G-2-MePE also reduces total hand moveme‘:lnts per twenty-four hour

period as counted using the Q-Sensor™ device. This effect is signiﬁcallnt for the 30 mg/kg T.I.D.
|
dose compared to placebo. ‘ '|

1
Treatment with G-2-MePE has no significant effect overall on the Rett Syndrome Natural
History / Clinical Severity Score. However, 30 mg/kg T.LD. oral ‘\G-Z-MlePE, compared to

30

placebo, produces significant effects on the following subscales: “Non“verbal Communication at

this visit by exam”; “Epilepsy/Seizures at this visit: and “Hand use”.

35
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Conclusions

Treatment with G-2-MePE produces significant improvements in Central Nervous System
function in the present study. Despite relatively short term treatment, abnormalities in the
electrical activity of the brain is reduced, a clear signal of efficacy. This effect is dose dependent,
seen after treatment 30 mg/kg T.LD. oral G-2-MePE. These effects mirrcf)r the improvements in
CNS function seen in the mecp2 knockout transgenic mouse model o& Rett Syndrome after
administration of G-2-MePE. ‘ |

Dose dependent effects are also seen on hand use, as assessed by an objective counting
device and subjective rating. This is of interest because purposeless hand wringing is both
characteristic to the Rett Syndrome clinical phenotype and is unique to thisfldisorder.

The Non-verbal communication rating of the Rett Syndrome Natural History / Clinical

Severity Scale is improved by treatment. This measure primarily assesises eye contact. This
raises the prospect that longer term treatment with G-2-MePE may improve social relatedness in
the population. I|

G-2-MePE is well tolerated in this population. No effects are seen in either standard
measures or areas of specific concern in the patient population, such as QT!c interval prolongation

or apne€a.

Example 16: Effects of G-2MePE on Human Beings with Autism Spelctrum
Disorders
Methods (

To determine whether G-2-MePE can treat symptoms of ASD, we carry out a study in
human beings with ASD. ‘TWenty subjects with an Autism Spectrum Disorder are recruited.
Subjects are male and aged between 16 and 65 years (Mean = 8.1 SD = 3|.4). All subjects have
an 1Q >60 and strict DSM-IV-TR diagnosis of Autistic Disorder or Asperger Disorder. Subjects
also meet criteria for an Autism Spectrum Disorder according the ADI-R and ADOS-G
instruments, and fulfill the proposed DSM-V criteria for and Autism Spectn'{m Disorder. Subjects
are instructed that concomitant medications are to be stable for at least sixl weeks prior to study.
Subjects receiving medication to treat signs of inattention are tested in the n%:oming and instructed
to take their medication in the afternoon. Subjects better treated with atypical anti-psychotic
medications indicated for autism are excluded. Subjects are screened for kn!own genetic disorders
including and those with Fragile X Syndrome or tuberous sclerosis excluded. Subjects with
uncontrolled epilepsy are excluded. \

The study is a double blind placebo-controlled crossover stud)} with three phases.

Subjects enter each phase of the crossover in a randomized order. In thel test phases, subjects
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receive either placebo, 10 mg/kg T.1.D oral G-2-MePE for five days, or 30 mg/kg T.LD. oral G-2-
MePE. Each phase of the crossover is separated by a washout period of f(‘Lurteen days. '

Subjects are tested at baseline using the following instruments: ; Wechsler 1Q, Abberant

‘Behavior Checklist Community Edition (ABC), Vinelands, Yale-Brown Obsessive Compulsive

Scale (YBOCS) compulsion subscale, Social Responsiveness Scale (SRS), Clinical Global

Impression of Severity (CGI-S) and their carers complete the Caregiver Strain Questionnaire

(CSQ).

Subjects are administered two tasks — the Reading the Mind in{the Eyes Test- Revised
(RMET) and an Eye Tracking (ET) task, as well as Clinical Global Impfession of Improvement
(CGI-1). Tasks commence two hours following administration of placebio or either dose of G-2-
MePE. The RMET is a computer based task that assesses one’s ability to‘ read emotions from the
eyes of subtle affective facial expressions and is a widely used test of emotion recognition in
patients with autism (2001). Importantly, the RMET is capable of detecting improvement with
even a single dose of a pharmacological agent (Guastella et al., 2010). |Eye tracking issues are
characteristic of patients with éutism who spend less time looking at thef eyes of photographs of
human faces. Again, a single administration of a pharmacologic interver!nion can ameliorate eye
tracking deficits in-autism (Andari et al, 2010).

Adverse events are also recorded using standard safety measures. .

Statistically, the effect of treatment with G-2-MePE is analysed by conducting a repeated

analysis of covariance (ANCOVA) on the effect of treatment on change from baseline scores.

Results
Treatment with G-2-MePE produces no more adverse events than were present during
treatment with placebo, with all adverse events béing of short duration and mild severity. No
Serious Adverse Events are reported.
Treatment with G-2-MePE produces a significant overall improvement in performance of
the RMET test. Treatment with 30 mg/kg T.L.D. oral G-2-MePE increases the percent correct

responses on the RMET.

Treatment with G-2-MePE produces a significant overall improvement in time spent
looking at the eye region in the ET test. CGI-I scores at the end of treatment periods show a

|
significant difference. Positive treatment effects are correlated with baseline CSQ scores.

Conclusions

Treatment with G-2-MePE produces significant improvements |in performance in the
Reading the Mind in the Eyes Test — Revised, and in performance of an Eye Tracking task. This
effect is dose dependent, seen after treatment 30 mg/kg T.1.D. oral G-2-Me¢PE.
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Improvement in these measures is reflective of an improvement in proces‘_sing of social
information processing. Social interaction deficits are a core symptom diagnostic for autism
spectrum disorders, and this is therefore a key finding. 1

G-2-MePE also produces an overall improvement in function as indexed b;& the Clinical
Global lmpressidn of Improvement. Free text annotation of the Case Report Forms from the
study indicate this effect related to an improvement in social relatedness. This in4plies that the
changes seen in the RMET and ET task may have relevance to social activity in dail3!/ life.

G-2-MePE is well tolerated in this population. ‘I
|
Example 17: Sglsi;:l-:irodels for Determining Effects of G-2-MePE on Autism{ Spectrum

|

: |
Effects of G-2-MePE are further tested in the following genetic models of AllSD: the Tbx!

heterozygous mouse, the Cntnap2 knockout mouse and the Slc9a6 knockout mouse. G-2-MePE is
also tested in the fmrl knockout mouse model of Fragile X Syndrome. |

Thxl. Mutations of the TBX] gene are associated with Autism SpcctrJlm' Disorders
(Paylor et al., 2006). Transgenic Tbx/ mice are selectively impaired in socia}l interaction,
ultrasonic vocalization, repetitive behaviors and working memory (Hiramoto et al., 2011).

Cntnap2. Two-thirds of patients with mutations of the contactin associated protein-like 2
(CNTNAP?2) gene are diagnosed with an Autism Spectrum Disorder (Alarcon et al., 2008; Arking
et al., 2008; Bakkaloglu et _al.,_ .2008; Strauss et al., 2006; Vernes et al., 2008). Cntnap2 knockout
(KO) mice exhibit ASD-related phenotypes in social behavior, ultrasonic voca'llization and
repetitive behaviors (Penagarikano et al., 2011). ‘

Slc9a6._ This gene has been implicated in syndromic ASD and encodes| the sodim-
hydfigen exchanger 6 (NHE6). Mutations in SLC9AG6 are associated with intellectual disability
(Gilfillan et al., 2008) and autistic behavior (Garbern et al., 2010). On Slc9a6 KO lm'ice exhibit
motor hyper-activity and cerebellar dysfunction (Stromme et al., 2011). |

Fmrl. Silencing of the FMRI gene produces Fragile X Syndrome, the pl,henotype of
which includes autism; two thirds of patients with Fragile X Syndrome meet screenin"g criteria for
an Autism Spectrum Disorder (Harris et al., 2008). Pediatric patients with Fragile )l( Syndrome
also show lowered seizure threshold. The finr/ knockout mouse replicates much of the phenotype
of Fragile X Syndrome, including juvenile seizure susceptibility (Yan et al., 2004). ; _

|
Methods %
Animals in each of the above models are generated in accordance with the m‘lethodology

described in the cited literature. Wild type equivalents are also obtained for each genetic model.

|
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Animals n—n éach model- are divided into three groups (n=10 to n=20): placebo treated wild type
mice, mutant G-2-MePE-treated group and mutant placebo-treated control group.
The treatments are administered intraperitoneally: placebo (saline) or 20 mg/kg/day of G-2-
MePE. |

Measures of key features of ASD as displayed in each model are taken in accordance with the

I
'

cited literature.

Results

G-2-MePE treatment significantly improves all measures associated| with the ASD

phenotype. l
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We Claim:
1. A method for treating an animal suffering from a symptom of an autism spectrum

disorder (ASD), comprising administering to said animal an effective amount of Glycyl-2-
Methyl-L-prolyl-L-glutamate (G-2-MePE), said treatment producing an improvement in said
symptom as assessed by one or more behavioral test selected from the group consisting (?f The
Rett Syndrome Natural History / Clinical Severity Scale, Aberrant Behavior Checklist
Community Edition (ABC), Vinelands, Clinical Global lmpression.of Severity (CGI-S) and their
carers completed the Caregiver Strain Questionnaire (CSQ), or one or more physiological test
selected from the group consisting of electroencephalogram (EEG) spike frequency, qverall
power in frequency bands of an EEG, hand movement, QTc and heart rate variability (HR\):), and

respiratory irregularities compared to control animals not suffering from said symptom. i

2. The method of Claim 1, wherein said ASD is selected from the group consisting of

autism, Fragile X Syndrome, Rett Syndrome (RTT), Autistic Disorder, Asperger Syndrome,

Childhood Disintegrative Disorder and Pervasive Developmental Disorder Not Otherwise

l
Specified (PDD-NOS), and Pathological Demand Avoidance (PDA).. :

3. The method of any of claims 1 to 2, said effective amount of G-2-MePE being%in the
range of about 0.001 mg/Kg to about 100 mg/Kg.

4. The method of any of claims 1 to 3, said effective amount of G-2-MePE being|in the
range of about 0.001 mg/Kg to about 0.1 mg/Kg when administered directly to the brain.

5. The method of any of claims 1 to 2, said effective amount of G-2-MePE being in the
range of about 1 mg/Kg to about 100 mg/Kg when administered systemically.

6. The method of any of claims 1 to 2, said G-2-MePE being administered systemically,

parenterally or directly into the brain.

7. The method of any of claims 1 to 2, said G-2-MePE being administered into a ventricle of
the brain.
8. The method of any of claims 1 to 2, where said G-2-MePE is administered via an

intravenous, subcutaneous or oral route.
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9. The method of any of Claims 1 to 8, where said G-2-MePE in administered orally in a
dose of from about 10 mg/kg to about 60 mg/kg. |

10. The method of any of claims 1 to 9, said G-2-MePE being in a physioloéically compatible
aqueous solution, water-in-oil micro-emulsion, water-in-oil coarse emulsion, \lwater-in-oil quuid

crystal, nanocapsule, or tablet.

11. The method of any of claims 1 to 10, said G-2-MePE being incorporated into a gel

soluble in an aqueous solution.

12. The method of any of claims 1 to 11, where said G-2-MePE is administered to a mucosa

of said animal.

13. The method of claim 11, said gel being placed in the mouth of said animal, and said G-2-

MePE being released from said gel. ‘

14. A method for treating an animal having a symptom of an autism spectrum disorder

(ASD), comprising administering to said animal, a compound of Formula 1 or Flonnula 2:

(CHy)m . z

Formula 2

Formula 1

where misQor 1;

nisOorl;

X is H or —NR°R;

Y is H, alkyl, —CO;R®, or —CONR°R’;
Z is H, alkyl, —CO,R® or —CONR‘R’;
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R" is H, alkyl, or aralkyl;
R? R? and R* are independently H or alkyl;

each R is independently H, alkyl, or a fatty alcohol residue; |
each R® and R’ is independently H, alkyl, or aralkyl, or -NR°R is pyrrolidino, piperidino, or :
morpholino; !
or a lactone formed when a compound where Y is —CO(alkyl) and Z is —CO,H or where Y|| is
—CO,H and Z is —CO,(alkyl) is lactonized;

and the pharmaceutically acceptable salts thereof,

provided that the compound is not GPE, N-Me-GPE, GPE amide, APE, GPQ or a salt thereof“.

In some aspects, this invention includes:

(a) the compounds are compounds of Formula 1;
(b) mis 0;
(c) nis l;

|
l
(d) at least one of X, Y, R', RZ, R3, R“, and R’ is not hydrogen; #
(e) X is —NR°R’; and ’ i
(f) Y is—CO,R’ or —CO,NRR’; and ‘ !
(g)  Zis—CO,R®> or —CO,NR°R’. [l

I

15. The method of Claim 14, where the compound is an effective amount of G-2-MePE|;

|

16.  The method of any of claims 1-15 further comprising administering to the animal
a second therapeutic agent selected from a group consisting of: insulin-like growth f;lactor-l
(IGF-D), insulin-like growth factor-1l (IGF-II), glycyl-prolyl-glutamate (GPE), transféming
growth factor-B1, activin, growth hormone, nerve growth factor, brain-derived neurotrophlc factor
(BDNF), growth hormone binding protein, IGF-binding proteins (especially IGFBP- 3), basic
fibroblast growth factor, acidic fibroblast growth factor, the hst/Kfgk gene product, FGF-B‘, FGF-
4, FGF-6, keratinocyte growth factor, androgen-induced growth factor, int-2, fibroblast '.growth
factor homologous factor-1 (FHF-1), FHF-2, FHF-3 and FHF-4, karatinocyte growth factor 2,
glial-activating factor, FGF-10 and FGF-16, ciliary neurotrophic factor, brain derived !lgrowth
factor, neurotrophin 3, neurotrophin 4, bone morphogenetic protein 2 (BMP-2), glial-cl"ell line
derived neurotrophic factor, activity-dependant neurotrophic factor, cytokine leukaemia in[llibiting
factor, oncostatin M, interleukin), a-, B-, y-, or consensus interferon, TNF-a,'clometlr\iazole;
kynurenic acid, Semax, tacrolimus, L-threo-1-phenyl-2-decanoylamino—3-morpholino-l-pr|fopanol,
andrenocorticotropin-(4-9) analog [ORG 2766] and dizolcipine (MK-801), selegiline; glutamate
antagonists such as, mematine (Namenda) NPS1506, GV 1505260, MK-801, GV 50526;!AMPA
antagonists such as 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoylbenzo(f)quinoxaline (NBQX), LY303070
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and LY300164; anti-inflammatory agents directed against the addressin MAACAM-1 and/
integrin a4 receptors (a4B1 and adP7), such as anti-MAJCAM-1mAb MECA-367 (A;TCC

accession no. HB-9478), fenobam, a selective serotonin reuptake inhibitor such as ﬂuoxetinfe, or

an atypical anti-psychotic such as risperidone.

17. The method of any of claims 1-15, where said dose of said compound is

10 mg/kg three times per day or 30 mg/kg three times per day.

18. The method of any of claims 1-17, where said animal is a human being.
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