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DESCRIPCION
Compuestos de fenotiazina para el tratamiento de trastornos ribosémicos y ribosomopatias
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a métodos, composiciones y kits para el tratamiento de trastornos
ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo la anemia de Diamond-Blackfan (DBA). En algunas realizaciones, la
invencién se refiere al uso de nuevas clases de compuestos, es decir, inhibidores de la RSK (p90S6K); inhibidores de
la p70S6K; e inhibidores de la rps6, para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias. En algunas realizaciones, la
invencién se refiere al uso de inhibidores de la Chk2 especificos, asi como al uso de derivados de fenotiazina
especificos para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo la DBA.

Antecedentes de la invencién

La anemia de Diamond-Blackfan (DBA) es una anemia congénita que se presenta en nifios, a menudo antes de cumplir
un afio de edad (Vlachos et al., 2008). El sintoma principal en estos pacientes es un bloqueo en la diferenciacion
eritroide y un posible defecto en las células madre hematopoyéticas (HSC), y algunos pacientes también tienen
anomalias craneofaciales. La proteina ribosémica S19 (RPS19) fue el primer gen encontrado mutado en pacientes
con DBA (Draptchinskaia et al., 1999). La secuenciacién de muestras de pacientes ha identificado mutaciones de
proteinas ribosémicas de subunidades grandes (60) o pequefias (40) en mas del 50 % de los pacientes (Vlachos et
al., 2010), mas recientemente rps29. Los pac[ientes son heterocigéticos para estas mutaciones y siempre mantienen
una copia de tipo silvestre del gen de la proteina ribosémica afectado.

La desactivacion de proteinas ribosémicas conduce a un aumento de proteinas ribosémicas libres. Algunas proteinas
ribosémicas, incluyendo la RPL11 y la RPLS, pueden prevenir la degradacién de la p53, ya que pueden unirse a la
MDM?2 y secuestrarla de la p53 (Fumagalli et al., 2009). Se ha demostrado que la RPL26 aumenta la proteina p53
mediante un mecanismo alternativo, ya que puede unirse al ARNm de la p53 y aumentar su traduccién (Tagaki et al.,
200%5). La activaciéon de la p53 desempefia un papel importante en la patogénesis de la DBA, asi como en otras
enfermedades en las que los genes ribosémicos y relacionados mutan, ahora denominadas ribosomopatias. Estas
incluyen el sindrome mielodisplasico 5q, en el que se pierde una copia de la RPS 14. La activacién de la p53 también
es una caracteristica comun en trastornos de insuficiencia de médula ésea, como la anemia de Fanconi (Ceccaldi et
al., 2012). En las células CD34+ humanas, la inactivacién de la RPS19 conduce a la activacion de la p53 (Ebert et al.,
2005; Flygare et al., 2005), con una mayor acumulacién en células eritroides. Los defectos de diferenciacién pueden
rescatarse mediante la inhibicién de la p53 (Dutt et al., 2011). Los modelos de ratén de mutacién o desactivacidén de
la RPS 19 tienen defectos hematopoyéticos que pueden rescatarse mediante mutacidén de la p53 (McGowan et al.,
2008; Jaako et al., 2011). La RPS19 ha sido atacada por el morfolino en embriones de pez cebra, y los defectos
hematopoyéticos del pez cebra mutante rpl11 se rescatan mediante la desactivacion de la p53 (Danilova et al., 2008;
Torihara et al., 2011; Danilova et al., 2011).

Las mutaciones de proteinas ribosémicas son frecuentes en pacientes con anemia de Diamond-Blackfan (DBA), que
tienen aplasia de glébulos rojos y anomalias craneofaciales. Los inventores han caracterizado previamente la rps29
mutante del pez cebra, una proteina ribosémica en la subunidad pequefia, que tiene defectos hematopoyéticos y
endoteliales (Taylor et al., 2012). Los embriones Rps29-/- tienen defectos morfolégicos en la cabeza, asi como una
disminucién de células madre hematopoyéticas, hemoglobina y tincién de marcadores endoteliales. Al igual que otros
modelos de DBA, la desactivacion de la p53 rescata casi por completo el fenotipo mutante rps29.

Los inventores han demostrado previamente que los embriones Rps29-/- tienen un defecto en la especificacion arterial,
lo que conduce a una disminucién de las HSC y a una disminucion de la expresién de flk1 en los vasos
intersegmentarios 24 horas después de la fertilizacién (hpf). La eritropoyesis primitiva también se ve afectada, ya que
los embriones rps29-/- tienen menos hemoglobina. Estos embriones también tienen un aumento de la apoptosis,
particularmente en la cabeza, y mueren cinco dias después de la fertilizacién (dpf). Las vias de la p53 se activan en
el embridn y la mutacién de la p53 rescata todos los fenotipos hematopoyéticos y apoptéticos. Usando este sistema
modelo, los inventores descubrieron que los inhibidores de la Calmodulina (CAM) y los inhibidores de Ca2* pueden
rescatar el fenotipo Rps29-/- y pueden usarse para tratar trastornos ribosémicos o ribosomopatias, por ejemplo la
anemia de Diamond-Blackfan (DBA) (véase, por ejemplo, la publicacién de EE. UU. 2015/0265627).

El documento US 2015/265627A1 describe composiciones y kits para el tratamiento de trastornos ribosémicos y
ribosomopatias, por ejemplo la DBA. La invencién se refiere al uso de inhibidores de la calmodulina (tales como los
compuestos de fenotiazina) y bloqueadores de los canales de calcio para el tratamiento, por ejemplo, de la DBA. El
inhibidor de la calmodulina reduce la p53 al menos en células CD34+, células eritroides o las células diferenciadas
eritroides de un individuo.

Si bien se estan logrando avances significativos en la identificacién de compuestos para el tratamiento, las opciones
de tratamiento actuales para el tratamiento de trastornos ribosémicos o ribosomopatias, por ejemplo, una mutacién en
una proteina ribosémica, estan lejos de ser 6ptimas, especialmente para la DBA. Como tal, sigue siendo imperativo
descubrir terapias novedosas, eficaces y dirigidas para estas enfermedades asociadas con un trastorno ribosémico o
ribosomopatia, por ejemplo, una mutacién en una proteina ribosémica. En particular, existe una gran necesidad en la
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técnica de métodos mejorados para el tratamiento de la DBA con farmacos de moléculas pequefias.
Compendio de la invencion

La presente invencién se refiere en general a una composicién para el tratamiento de trastornos ribosémicos y
ribosomapatias, por ejemplo la anemia de Diamond-Blackfan (DBA), tal como se expone en las reivindicaciones
adjuntas. La invencién se refiere al uso de derivados de fenotiazina especificos, por ejemplo, Perfenazina (PerSuCC),
0 ACV, o 221E, o DB-4-088-2 (088-2), o DB-4-088-3 (088-3), o DB-4-086 (086), o DB-4-087-2 (087-2), o DB-4-087-3
(087-3), o DB-4-089 (089)) para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo la DBA.

En particular, la presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que la sefializacion de la RSK esta
regulada de forma ascendente en células deficientes en proteinas ribosémicas, por ejemplo, células deficientes en
RPA19. Los inventores han descubierto que la RSK se activa tras la deficiencia de RPS 19 en células CD34* y que
los inhibidores de la RSK (p90s6K), asi como los inhibidores de la p70s6K, aumentan la hemoglobina (Hb) en
embriones de pez cebra rps29-/-, un modelo in vivo de defecto de proteina ribosémica. Los inventores han determinado
ademas que inhibidores especificos de la Chk2 no descritos anteriormente rescatan la Hb en embriones rps29-/-, es
decir, CCT y Ill.

Ademas, los inventores han identificado derivados de fenotiazina especificos, no descritos anteriormente, tales como
ACV,; 22E1; PerSucc; DB-4-088-2 (088-2); DB-4-088-3 (088-3); y DB-4-089 (089), que funcionan particularmente bien
para rescatar defectos morfolégicos y defectos hematopoyéticos y endoteliales en embriones de pez cebra rps29 -/-.
El derivado de fenotiazina DB-4-088-2 (088-2) ventajosamente no cambid el comportamiento del pez cebra en un
cribado de comportamiento, y el derivado de fenotiazina DB-4-089 aumenté la Hb en bajas concentraciones, y también
aumento la diferenciacién eritroide. Los compuestos derivados de fenotiazina DB-4-083 (083); DB-4-084 (084); y DB-
4-086 (086) no aumentaron la Hb en las mismas concentraciones bajas que el DB-4-089.

En ciertas realizaciones, el compuesto de fenotiazina para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo,
la DBA, es un compuesto de la formula (1):

RA

i /tx
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FORMULA (1)
en donde:
XesOo0S;
R" es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, ciclilo, heterociclilos, acilo, arilo, heteroarilo, alquilheteroarilo o alquilarilo;

cada R es independientemente H, halo, alquilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo, CN, OH, NHa,
alquilamino, dialquilamino, CO2H, acilo, SH, tioalcoxi, SO2H 0 SOsH;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Véase la seccién de la presente memoria titulada
compuestos de fenotiazina.

En algunas realizaciones, el compuesto de fenotiazina para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por
ejemplo la DBA, es un compuesto de la formula |1

FORMULA (I1)
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en donde:

cada R?' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, halo, alquilo, haloalquilo, CN,
OH, NHz, alquilamino, dialquilamino, CO2H, acilo, SH, ticalcoxi, SO2H y SOsH,;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Véase la seccién de la presente memoria titulada
compuestos de fenotiazina.

En una realizacién, el compuesto de fenotiazina para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo la
DBA, es el compuesto de la estructura:

Por lo tanto, los inhibidores de la sefializacion de la RSK, por ejemplo los inhibidores de la RSK p90S6K y p70S6K,
los inhibidores de la rsp8, asi como los derivados de fenotiazina y los compuestos inhibidores (CaM) especificos
descritos en la presente memoria (por ejemplo, BABTA) pueden usarse en un método para el tratamiento de individuos
con trastornos de proteinas ribosémicas o ribosomopatias, por ejemplo la anemia de Diamond-Blackfan (DBA) y otras
ribosomopatias, como la mielodisplasia, incluyendo mielodisplasia 5q, sindrome de Shwachman-Diamond y sindrome
de Treacher Collins en individuos humanos.

En un aspecto se describe una composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno
ribosémico o ribosomopatia que comprende una cantidad eficaz de un inhibidor de la calmodulina que disminuye la
p53 activa en al menos una de las células CD34+, células eritroides o células diferenciadas eritroides, en donde el
inhibidor de la calmodulina es un compuesto de fenotiazina, en donde el compuesto de fenotiazina se selecciona entre
el grupo que consiste en ACV-1-235 (ACV); JUM-II-221E (221E); y DB1026 (PerSuCC) DB-4-088-2 (088-2), DB-4-088-
3 (088-3); DB-4-086 (086); DB-4-087-2 (087-2), DB-4-087-3 (087-3); DB-4-089 (089), o un compuesto de la Férmula |
o la Férmula Il

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencion, el individuo tiene un trastorno ribosémico en
el que el individuo tiene anemia de Diamond-Blackfan (DBA) o eritroblastopenia hereditaria, por ejemplo cuando el
individuo tiene DBA1, DBA2, DBA3, DBA4, DBA5, DBAG, DBA7 o DBAS. En algunas realizaciones, un individuo con
un trastorno ribosémico tiene una mutacién en la proteina ribosémica 19 (RPS19). En realizaciones alternativas, un
individuo con un trastorno ribosémico tiene una mutacién en la proteina ribosémica de al menos una de, pero sin
limitarse a, RPS7, RPS10, RPS19, RPS24, PRS26, RPS17, PRS27L RPS29, RPL35A, PRL5 y PPL11.

En algunas realizaciones, un individuo con un trastorno ribosémico tiene una mutacién en una proteina ribosémica
seleccionada entre el grupo que consiste en: rPL2A, rPL2B, rPL3, rpL4A, rPL4B, rPL7A, rPL7B, rPL10, rPL11, rPL16A,
rPL17A, rPL17B, rPL18A, rPL18B, Rp119A, rPL19, rPL25, rPL29, rpL31A, rpL31B, rPL36A, rPL40A, rPS1A, rPS6A,
rPS6B, rPS14A, rPS15, rPS19, rPS23B, rPS25A, rPS26B, rPS29, rPS29B y rPS31.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencidn, la composicién se administra con otro agente
terapéutico para tratar el defecto de la proteina ribosémica, seleccionado entre el grupo que consiste en:
corticosteroides, transfusiones de sangre.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencién, el inhibidor administrado al individuo aumenta
el niumero de células eritroides CD71+ en el individuo y/o aumenta los niveles de hemoglobina en el individuo.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencion, el individuo tiene un trastorno ribosdémico,
tal como la DBA que tiene un sintoma de anemia macrocitica y/o anomalias craneofaciales.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencién, la ribosomopatia es la mielodisplasia 5q, por
ejemplo, en la que el individuo tiene una mutacién en la Rps14 o una disminucién en la expresién de la Rps14. En
algunas realizaciones, un individuo con mielodisplasia 5q tiene médula 6sea displasica.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencién, la ribosomopatia es el sindrome de
Shwachman-Diamond, por ejemplo, en el que el individuo tiene una mutacién en Sbds. En algunas realizaciones, un
individuo con el sindrome de Shwachman-Diamond tiene uno o mas sintomas seleccionados entre insuficiencia
pancreética, disfuncién de la médula ésea y deformidades esqueléticas.
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En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencién, la ribosomopatia es el sindrome de Treacher
Collins, por ejemplo, en el que el individuo tiene una mutacién en el TCOF1 (nucleolar). En algunas realizaciones, un
individuo con el sindrome de Treacher Collins tiene una o méas deformidades craneofaciales.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo realizado en color. La Oficina proporcionara copias de
esta publicacién de patente o solicitud de patente con uno o més dibujos en color, previa solicitud y pago de la tasa
necesaria.

La Figura 1 muestra las caracteristicas clinicas, los tratamientos y la genética asociados con la anemia de
Diamond-Blackfan (DBA). Mas de la mitad de los pacientes tienen una mutacién en un gen de proteina ribosémica
(todas las mutaciones son heterocigéticas). No existe ningln tratamiento eficaz y dirigido disponible para estos
pacientes.

La Figura 2 es un gréfico que muestra las ribosomopatias adicionales, siendo la mas comun el subtipo 5q de MDS.
Cualquier farmaco que encontremos que funcione en nuestros modelos de DBA también ayudaria a pacientes con
otras ribosomopatias.

La Figura 3 es un esquema de las consecuencias moleculares de la deficiencia de proteina ribosémica. La
interrupcion de la biogénesis ribosémica conduce a la activacion de la p53 a través de la acumulacion de proteinas
ribosémicas libres que se unen y secuestran el regulador negativo de la p53, MDM2. Esto permite una acumulacién
de p53 activa en el nlcleo, que luego puede activar objetivos posteriores de p53, como p21 y GADDA45.

Las Figuras 4A a 4B son fotos de peces cebra. La Figura 4A muestra que los peces cebra con una mutacién en
rps29 tienen una expresién disminuida de cmyb (marcador hematopoyético) y flk1 (marcador de vasos endoteliales)
y son anémicos, lo que se demuestra por la falta de tincién con bencidina (que tifie la hemoglobina (Hb)). Estos
peces de proteina ribosémica modelan la DBA. (Taylor, A.M., et al. (2012). Exp. Hematol. 40, 228-237.e5,,
Mirabello, L., et al. (2014). Blood 124, 24-32.). La Figura 4B muestra fotos de peces cebra del fenotipo rescatado.
De acuerdo con otros modelos animales de DBA, el cruce del mutante rps29 con un mutante p53 rescata estos
fenotipos, lo que demuestra que los defectos hematopoyéticos y endoteliales estan mediados por la p53.

Las Figuras 5A y 5B muestran fotos de peces cebra y estructuras de compuestos novedosos que pueden rescatar
el defecto de Hb en nuestro modelo de DBA. Los inhibidores especificos de la Chk2, CCT y Ill, pueden rescatar la
Hb en los peces. La Figura 5A muestra fotos de peces cebra del rescate de A-3, W-7, CCT y lll. La Figura 5B
muestra estructuras quimicas de compuestos TFP, A-3, W-7, CCT y lll que se identificaron mediante el cribado
quimico para rescatar la Hb en embriones rps 29-/-.

La Figura 6 muestra un breve esquema de la funcién de la calmodulina. La calmodulina 1) se conserva
evolutivamente, 2) es abundante en la célula, 3) es un sensor de Ca®*, 4) interactlia con proteinas, 5) activa
quinasas/fosfatasas, 6) los inhibidores de CaM son antipsicéticos aprobados por la FDA, 7) trifluoperazina (TFP).

Las Figuras 7A a 7C son esquemas y graficos que muestran los resultados de nuestros inhibidores en un modelo
humano in vitro de DBA. En la Figura 7A, unas células CD34" esqueméticas derivadas de sangre de corddn
umbilical se expandieron en cultivo durante 4 dias y luego se infectaron con un lentivirus que contenia una horquilla
contra RPS 19 o luciferasa como control. Después de 3 dias de seleccién, las células se trasladaron a un medio
de diferenciacion eritroide y se incubaron con farmacos hasta el dia 12. A continuacién, las células se recolectaron
para analisis de citometria de flujo y ARN. El dia 12, las células deficientes en RPS 19 tienen solo un 40 % de
células precursoras eritroides, mientras que nuestras células de control tienen un 70 %. La Figura 7B, muestra el
% de células precursoras eritroides el dia 12 después del tratamiento con TFP. El tratamiento con TFP aumenta
los porcentajes de células CD71+. La deficiencia de RPS19 aumenta los niveles de ARMm de p21. La Figura 7C
es un grafico de las tasas de p21 después del tratamiento con TFP. El tratamiento con TFP disminuye de forma
dependiente de la dosis el ARNm de p21. También vemos esto con nuestros inhibidores de Chk2 (datos no
mostrados). En consecuencia, los inhibidores de CAM rescatan el modelo in vitro humano de DBA y reducen la
expresién del gen diana de p53.

Las Figuras 8A a 8D son esquemas y graficos que muestran que la TFP rescata parcialmente la anemia en un
modelo de ratdn inducible por DBA, utilizando un modelo de ratén desactivado por RPS19 inducible por dox.
(Jaako, P., etal. (2011). Blood 118, 6087-6096.) La Figura 8A muestra un esquema del procedimiento. Los ratones
WT fueron irradiados y trasplantados con médula de un ratén donante que contenia una horquilla inducible por dox
contra la RPS19. Tras el injerto, los ratones se alimentaron con dox para inducir la deficiencia de Rps19 y se
trataron con TFP cada dos dias durante 2 semanas. Después de 2 semanas se extraen sangre y médula ésea
para su analisis. La Figura 8B muestra un grafico de los niveles de ARNm de p21. Al utilizar los niveles de ARNm
de p21 para medir la actividad de p53 en la médula de los ratones, los ratones con deficiencia de Rps19
aumentaron los niveles de ARNm de p21. El tratamiento de ratones con TFP disminuye el nivel de ARNm de p21
en los ratones. La Figura 8C muestra un grafico del numero de glébulos rojos. La Figura 8D muestra un grafico
de los niveles de hemoglobina. El tratamiento con TFP de ratones con deficiencia de RPS19 aumenta
significativamente el nimero de glébulos rojos y los niveles de hemoglobina. Por lo tanto, los compuestos
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encontrados en un cribado quimico del pez cebra pudieron rescatar un modelo de DBA humano in vitro e in vivo
en mamiferos.

Las Figuras 9A a 9C muestran esquemas y graficos. La Figura 9A es un esquema del P53 de tipo silvestre y de
la regidn reguladora p53 eliminada (p53 reg). La Figura 9B muestra un esquema de procedimiento. Las células
Saos2 (células nulas de p53) se transfectaron transitoriamente con construcciones de p53 y se trataron con
vehiculo o TFP 20 uM durante 24 horas. La actividad de la TFP en la p53 se evalué mediante la capacidad de la
TFP para reducir los niveles de ARNm de la p21 medidos mediante gPCR. La Figura 9C es un gréfico de la
expresion de ARN de p21. Dado que nuestro compuesto disminuye la actividad de p53, queriamos determinar la
regién de p53 responsable de la actividad inhibidora de CaM. La mutacién de |la secuencia de localizacién nuclear
no tuvo ningun efecto sobre la actividad de la TFP y la TFP no inhibié la capacidad de la p53 para formar un
tetrdmero. A continuacién, se eliminaron los 30 aminoacidos C-terminales de p53 (363-393). Esta construccién es
p53-reg. Se descubridé que la regién reguladora (REG) de p53 es necesaria para la actividad de la TFP.

Las Figuras 10A a 10C muestran esquemas, gréficos y geles que indican que los inhibidores de CaM y Chk2
reducen la fosforilacién de S392. La Figura 10A es un esquema de los sitios de fosforilacién de la regién reguladora
conservados. La Figura 10B son graficos de un andlisis de espectrometria de masas no sesgado que busca
modificaciones postraduccionales de p53 alteradas en presencia del inhibidor de CaM TFP o del inhibidor de Chk2,
BML. Las células 293T se transfectaron con WT-p53 etiquetadas con GFP y se trataron con TFP o BML durante 3
horas. El P53 se inmunoprecipité usando un anticuerpo contra GFP y se sometié a un analisis de espectrometria
de masas. Sorprendentemente se comprobé que solo 1 residuo estaba fosforilado diferencialmente en presencia
de TFP y BML. Mediante dos métodos de espectrometria de masas diferentes, ya sea mediante espectrometria
de masas convencional o mediante el etiquetado con TMT del péptido, se descubrié que en ambos casos el
porcentaje de péptidos que contenian serina 392 fosforilada se redujo en muestras tratadas con TFP y BML (Figura
10B). También se observé que esta serina se conserva tanto en el pez cebra como en el ratén (Figura 10A). La
Figura 10C es un Western Blot que indica una disminucién de la fosforilacién. Se identificé que la serina 6 y la
serina 315 estaban fosforiladas, pero el porcentaje de péptidos que contenian estas fosforilaciones no cambié con
el tratamiento con TFP o BML.

Las Figuras 11A a 11C son esquemas Yy graficos que indican que el fosfomimético p53 S392 evita que la TFP
reduzca la actividad de la p53. Para confirmar la importancia de la capacidad de los inhibidores de CaM para
bloquear la fosforilacién de la p53, se creé la p53 fosfomimética sustituyendo S392 por un acido aspartico, que
imita la fosforilacion constitutiva. También se generé una p53 fosfomimética de control en el que el S15 se
reemplazd con é&cido aspartico. Este mutante no deberia tener ninglin efecto sobre la capacidad de la TFP para
reducir la actividad de la p53. La Figura 11A es un esquema del experimento utilizado para probar estos mutantes,
se transfectaron transitoriamente WT p53, S15D y S392D en células Saos2 y se trataron con vehiculo o TFP. Para
evaluar la actividad de p53, se examinaron los niveles de ARNm de p21 y MDM2. La Figura 11B es un gréafico de
la expresién de la p21. La Figura 11C es un grafico de la expresién del ARNm de MDM2. En células que contenian
WT p53 0 S15D p53, la TFP pudo reducir los niveles de p21 y MDM2. Sin embargo, en células que contenian p53
8392D, la TFP no pudo reducir los niveles de p21 o MDM2. Confirmar que el bloqueo de la fosforilaciéon de S392
es importante para la actividad de la TFP.

La Figura 12 muestra un gréfico del porcentaje de inhibicién de la actividad de quinasa in vitro de los inhibidores
de CaM y Chk2. Se pregunté si los inhibidores de CaM y Chk2 bloquean quinasas especificas. Las quinasas
conocidas que fosforilan S392 son CK2 y p38. Sin embargo, los inhibidores de estas quinasas no rescataron la Hb
en peces rps29-/-. Por lo tanto, la pregunta era: 4 qué es lo que inhibe la TFP aguas arriba? ; Esta inhibiendo una
quinasa que fosforila S3927 Se presentan los inhibidores de CaM y Chk2 para la elaboracién de perfiles de quinasa
mediante el SelectScreen de Thermo Fisher. Mediante el cribado de 100 quinasas, se descubrié que multiples
inhibidores de CaM y Chk2 bloqueaban la actividad de multiples quinasas en la familia de proteinas quinasas s6
ribosémicas, tanto p70S6K como p90S6K (RSK).

La Figura 13 muestra un gréfico del porcentaje de inhibicién de la actividad de quinasa in vitro de los inhibidores
de CaM y Chk2 en miembros de la familia RSK, RSk1 (p90S6K), RSK 2 (p90S6K), RSK3 (p90S6K), RSK4,
(p90S6K) y p70S6K.

La Figura 14 es un esquema que muestra la evidencia bibliografica de que la CaM desempefia un papel en la
traduccion y la ruta de RSK. Se cita la siguiente bibliografia: RSK inhibitors were found in a screen of 23K shRNAs
for p53 inhibitors that reduce p53 activity (p21 levels) but not protein levels Berns, K. et al. (2004). Nature 428, 431-
437; Increased Calcium or ionomycin treatment causes sustained RSK activation Chuderland, D., Marmor, G.,
Shainskaya, A., y Seger, R. (2008). J. Biol. Chem. 283, 11176-11188; AA acids activate mTOR through Ca/CaM
signaling Gulati, P. et al. (2008). Cell Metabolism 7, 456-465; RSK2 and 3 are elevated in rps29’ microarray
compared to WT/HET and p70S6K, downstream of mTOR and RSK, can phosphorylate p53 S392 Ci, Y. et al.
(2014). Cell Death and Disease 5, €1542-10. Se plante6 la hipétesis de que la deficiencia de RP aumenta la
sefializacién de RSK y que los inhibidores de CaM y Chk2 bloquean la sefializacién aguas abajo de RSK y se
pregunté si la actividad de RSK aumenté durante la deficiencia de proteina ribosdmica.
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Las Figuras 15A a 15B son geles y graficos que indican que los embriones Rps29-/- tienen niveles aumentados
de RSK (p90S6K), p70S6K y RPS6 en comparacidén con los embriones rps29+/+. (El anticuerpo fosfo-RSK no
funciona en el pez cebra.) La Figura 15 muestra un gel de lisados embrionarios. Los embriones completos se
lisaron en tampon RIPA y se procesaron en un gel SDS-PAGE al 10 %. Pista 1. WT= WT/RPS29*" lisados
embrionarios 48 hpf. Pista 2. MU = rps29 48 lisados embrionarios 48 hpf. La Figura 15B muestra una micromatriz
que compara embriones WT y rps29-/- a 24 hpf, se identific6 RSK2 como el gen con mayor expresién diferencial,
con un valor medio de cambio de multiplicaciéon de 1.6 veces con respecto a los embriones WT. Para comparar,
se incluyen los valores medios de cambio de multiplicacion de p53 y MDM2, que se sabe que son altos durante la
deficiencia de rps.

Las Figuras 16A a 16C muestra inhibidores de RSK y p70S6K aumentan la Hb en embriones rps29-/-. La Figura
16A muestra un grafico de barras de los niveles de Hb en % de embriones frente a SL1010. La Figura 16 B muestra
un gréfico de barras de los niveles de Hb en % de embriones frente a SL1010. La Figura 16C muestra imagenes
representativas de peces cebra; SL = inhibidor de RSK, pF = inhibidor de p70S6K, FLU = inhibidor de CaM. El
inhibidor de la CaM, la flufenazina (FLU), rescata mejor que el inhibidor de la RSK o el inhibidor de la p70S6K por
si solos.

Las Figuras 17A a 17C son esquemas y geles que indican que los inhibidores de CaM y Chk2 bloquean la
fosforilacién de la p70S6K de forma selectiva durante la deficiencia de RP. La Figura 17A muestra un esquema
en el que se utilizaron células 293T y se indujo una deficiencia de proteina ribosémica usando ARNhc para RPS
19 o Luc para el control. La Figura 17B es un gel que indica que la fosforilacibn de p70S6K es inhibida
selectivamente por TFP y BML durante la deficiencia de proteina ribosémica. Estos inhibidores aumentan la
fosforilacién de ERK, lo que también se observa con los inhibidores de RSK. La Figura 17C es un gel del efecto
del ARNhc de Luc y RPS10 sobre S392 fosforilada. Los inhibidores de CaM y Chk2 inhiben la familia de las
quinasas s6 ribosémicas en células humanas. Los inhibidores de RSK aumentan la fosforilacién de ERK a través
de un circuito de retroalimentacién negativa. Por lo tanto, TFP y BML afectan de manera similar a ERK de la misma
manera.

La Figura 18 es un esquema del ensayo de activacién de RSK en células humanas. EI modelo in vitro mas
relevante en el campo de la sangre son las células humanas primarias, como las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC).

Las Figuras 19A a 19B muestran que la RSk se activa tras la deficiencia de RPS19 en células CD34. La Figura
19A muestra un gel de fosforilacién que presenta los resultados del tratamiento con TFP de células CD34
deficientes en RPS 19, indica que la RSK es activada y la fosforilacién de RPS6 aumenta en células desactivadas
por RPS19. La Figura 19B muestra un esquema de la deficiencia de RP. El tratamiento con TFP reduce los niveles
totales de P-RPS6 y P-p53, S392 y p53.

La Figura 20 es un gel que muestra que la p-70S6k fosforila directamente la p53 en S392 en 10 minutos. Usando
p70S6K o RSK activo recombinante y combinandolo con p53 y ATP recombinantes, se ve que solo la p70S6K
puede fosforilar la p53 en S392. La RSK no fosforild la p53 después de 30 minutos de incubacién con ATP. S$15,
820 y S315 no son fosforilados por p70S6K y RSK1/2/3/ no fosforila p53 en las mismas condiciones (datos no
mostrados).

La Figura 21 es un esquema de nuestro modelo actual: Durante la deficiencia de RP, no hay suficientes ribosomas
funcionales ni suficiente traducciéon. La célula estd intentando regular de forma ascendente la traduccién
(especialmente en RBC, cuando necesitan producir mucha globina). Para compensar, el eje RSK es mucho mas
activo durante la deficiencia de RP, en un esfuerzo por obtener una mayor traduccion. El calcio necesita CaM para
activar muchas quinasas y para sefializar tanto para el eje mTOR como para el eje RSK. Sin cefiirse a la teoria,
se propone que los inhibidores de la CaM inhiben estas quinasas al unirse a la CaM disponible y, por lo tanto,
bloqueando la sefializacién. Los inhibidores de la Chk2 actlian directamente en la inhibicién de la RSK y la p70S6K
(lo demuestra nuestro perfil de quinasas in vitro).

Las Figuras 22A y 22B muestran un grafico y un gel que indican que los niveles intracelulares de Ca?* estan
aumentados en células deficientes en RP y que la quelacidén reduce la fosforilaciéon de p70S6K y RS6. No todos
los inhibidores de la CaM inhibieron directamente la RSK o la p70S6K en nuestros perfiles de quinasas in vitro. Se
plantea la hip6tesis de que la inhibicién de la CaM es indirecta, la CaM es necesaria para la sefializacién de calcio.
La Figura 22A muestra un grafico de calcio en lisados celulares, utilizando un kit colorimétrico de deteccién de
calcio se midié la cantidad de calcio en lisados celulares y se comprobé que las células en las que se habia
desactivado la RPS 19 tenian niveles elevados de calcio y el tratamiento de esos lisados con un quelante de calcio,
BAPTA-AM, podia reducir los niveles de calcio. La Figura 22B es un gel de fosforilacién, en el que se muestra que
la quelacién del calcio en células reduce la fosforilacién de p70S6K y RPS6, de forma similar a nuestros inhibidores
de CaM (TF). Inhibidor de RSK: SL y B1. Inhibidor de p70S6K: PF. En resumen se muestra: 1) Los inhibidores de
CaM y Chk2 reducen la fosforilacién de la p53 por S392, en mucha mayor medida durante la deficiencia de proteina
ribosémica, 2) los inhibidores de CaM y Chk2 también disminuyen la P-p70S6K en mucha mayor medida durante
la deficiencia de RP, 3) la p70S6K puede fosforilar directamente la p53 S392 in vitro, 4) los niveles de proteina
total de RSK, p70S6K y rps6 aumentan la deficiencia de RP in vitro e in vivo, (5) la RSK2 aumenta en nuestra
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micromatriz en embriones rps20-/- frente a WT 24 hpf. La proteina valida esta regulacién de forma ascendente, 6)
los niveles de calcio aumentan durante la deficiencia de RP, 7) el bloqueo de la sefializacién del calcio CaM
(inhibidores de la CaM) o la inhibicién directa de la RSK o la p70S6K (inhibidores de la Chk2) conduce a una
disminucién de la actividad de la P-p53 y la p53. La reduccidn de la actividad de p53 conduce a que menos RBC
sufran apoptosis, lo que alivia la anemia.

La Figura 23 es un gréfico de barras que indica que las fenotiazinas aprobadas por la FDA, como la perfenizina y
la flufenazina, aumentan la Hb en los embriones anémicos de pez cebra rps29-/-. Sin embargo, la exposicién
prolongada a las fenotiazinas se asocia con efectos secundarios neurolégicos negativos. Por lo tanto, se deseaba
detectar derivados de fenotiazina. Nuestro racional: Las fenotiazinas afectan a la actividad locomotora en el pez
cebra (Boehmler W, et al. Genes, Brain and Behaviour. (2007)), se necesita un compuesto que no entre en el
cerebro, otros estan generando derivados de la fenotiazina y existe un cribado de alto rendimiento para detectar la
exclusioén de la BBB con el comportamiento.

La Figura 24 es un esquema de la generacién de derivados de fenotiazina. Se usaron 2 métodos de sintesis
generales para generar los compuestos que han de ser ensayados. Sintesis 1. compuestos que retienen el
quimiotipo activo (el sistema de anillo de fenotiazina) y se diversifican sistematicamente en un sitio permisivo distal
con respecto a la piperazina alifatica. En resumen, se utiliza una estrategia de biblioteca de sesgos eficiente y
altamente paralela. Sintesis 2: biblioteca enfocada para explorar los determinantes en torno al sistema de anillo
triciclico para la actividad biolégica.

Las Figuras 25A a 25D son gréaficos de barras y fotos de peces cebra que indican que dos derivados de muestra
sintetizados aumentan la Hb en embriones rps29-/-: Perpenazina succ (PerSucc), véase la Figura 25A, y ACV,
véase la Figura 25C. La Figura 25B muestra un embrién tratado con Persucc en comparacién con el embridén con
DMSO. La Figura 25D muestra un embrién tratado con ACV en comparacion con el embrién con DMSO.

La Figura 26 es una foto de muestra de una placa de seguimiento del comportamiento. Se utilizaron 6 peces cebra
DpFwt, 1 pez/pocillo de placa de 96 pocillos. El farmaco fue suministrado al agua de los peces, se agregé el
farmaco al pocillo y se rastre6 el movimiento durante 2 horas. Luego se utilizé un algoritmo de Matlab para
cuantificar los farmacos de movimiento: Perfenazina Succ (PerSucc): 221E y ACV. El cuadrado amarillo resalta un
pez representativo que nada de forma muy erratica.

Las Figuras 27A a 27C son mapas térmicos de la actividad de los peces durante 2 h de registro. 221E (Figura
21B) y Persucc (Figura 21C) son farmacos. El DMSO es el vehiculo de control (Figura 21A).

Las Figuras 28A a 28B son datos graficos que resumen el movimiento de los peces durante 2 h con adicién de
PerSucc en Reposo (Figura 28A) o Actividad (Figura 28B). Los peces tratados con PerSuCC son menos activos
y reposan mas que los peces tratados con DMSO.

Las Figuras 29A a 29B son datos gréaficos que resumen el movimiento de los peces durante 2 h con adicién de
ACV en Reposo (Figura 29A) o Actividad (Figura 29B). Los peces tratados con ACV son mas activos y reposan
menos que los peces tratados con DMSO.

Las Figuras 30A a 30B son datos graficos que resumen el movimiento de los peces durante 2 h con adicién de
221E en Reposo (Figura 30A) o Actividad (Figura 30B). Los peces tratados con 221E tienen una actividad mas
errtica porque reposan menos y se mueven mas que los peces tratados con DMSO. Hacen una pausa y luego se
mueven muy rapido, luego hacen una pausa y lo hacen de nuevo. Por lo tanto, los estudios de comportamiento
representan un ensayo robusto y rapido que puede diferenciar el movimiento del pez cebra: mas y menos actividad
frente a actividad errética, y se pueden obtener estadisticas con tan solo 8 peces por tratamiento.

La Figura 31 muestra las estructuras quimicas de compuestos usados en algunas realizaciones de la invencion.
La Figura 32 muestra estructuras quimicas de derivados de fenotiazina especificos.

La Figura 33 muestra estructuras quimicas de derivados de fenotiazina especificos. Nota: El nombre abreviado
del compuesto es, por ejemplo, DB-4-083=083.

Las Figuras 34A a 34B son fotos de peces cebra del método de puntuacidén para los niveles de hemoglobina.
Niveles de tipo silvestre (Figura 34A). Los niveles alto, medio y bajo se muestran en la (Figura 34B).

Las Figuras 35A y 35B son graficos de barras que muestran el efecto de los diversos derivados de fenotiazina
sobre los niveles de Hb en embriones rps -/-. Figura 35A: efectos 083; 084; 086; y 087-2. Figura 35B: efectos
087-3; 088-2; 088-3; y 089.

Las Figuras 36A a 36D son graficos del nimero de movimientos con DMSO o farmaco. Figura 36A: flufenazina.
Figura 36B: Inhibidor de Ch2. Figura 36C: 83. Figura 36D: estructura quimica de 083. 083 reduce el movimiento
del pez cebra.
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Las Figuras 37A a 37D son graficos del nimero de movimientos con DMSO o farmaco. Figura 36A: flufenazina.
Figura 37B: inhibidor de Ch2. Figura 37C: 088-2. Figura 37D: estructura quimica de 088-2. 088-2 no altera el
movimiento del pez cebra.

Las Figuras 38A a 38D son graficos del nimero de movimientos con DMSO o farmaco. Figura 38A: flufenazina.
Figura 38B: inhibidor de Ch2. Figura 38C: 089. Figura 38D: estructura quimica de 089. 089 altera el movimiento
del pez cebra.

Las Figuras 39A a 39D son graficos del nimero de movimientos con DMSO o farmaco. Figura 39A: flufenazina.
Figura 39B: inhibidor de Ch2. Figura 39C: 088-3. Figura 39D: estructura quimica de 088-3. 088-3 altera el
movimiento del pez cebra.

La Figura 40 es un esquema del ensayo de nuevos derivados de fenotiazina en un modelo humano in vitro de
DBA. Las células mononucleares de sangre periférica humana primaria (PBMC) se transducen con ARNhc RPS
19-GFP para producir una deficiencia de proteina ribosémica. Las células se transfieren a medios de diferenciacion
eritroide y se tratan una vez durante 5 dias con farmaco. Las células se recolectan y se analizan en busca de
precursores eritroides mediante citometria de flujo para células CD71*.

La Figura 41 muestra diagramas de citometria de flujo para células CD71* en presencia de varios derivados de
fenotiazina, tal como se indica en la Figura 40.

La Figura 42 es un gréafico de barras que representa el niimero absoluto de células eritroides en comparacién con
células tratadas con DMSO. Los derivados de fenotiazina aumentan el nimero absoluto de células eritroides.

La Figura 43 muestra un gréafico que incluye un breve resumen de los efectos de los derivados de fenotiazina
sobre la Hb, el comportamiento y la diferenciacién de Glébulos Rojos (RBC).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que la sefializacién de RSK esta regulada de forma
ascendente en células deficientes en proteinas ribosémicas, por ejemplo células deficientes en RPA19. Los inventores
han descubierto que la RSK se activa tras la deficiencia de RPS 19 en células CD34 y que los inhibidores de la RSK
(p90s6K), y que los inhibidores de la p70s6K, aumentan la hemoglobina (Hb) en embriones de pez cebra rps29-/-, un
modelo in vivo de defecto de proteina ribosdmica. Los inventores han determinado ademas que los inhibidores de
Chk2 rescatan la Hb en embriones rps29-/-.

Por consiguiente, la divulgacién se refiere al uso de nuevas clases de compuestos, es decir, inhibidores de RSK
(p90S6K), por ejemplo SL; inhibidores de p70S6K, por ejemplo PF; e inhibidores de rps6, para tratar trastornos
ribosémicos y ribosomopatias. En algunos aspectos, la divulgaciéon se refiere al uso de inhibidores de Chk2
especificos, es decir, CCT y Ill, para el tratamiento de trastornos ribosémicos y ribosomapatias, por ejemplo DBA. La
invencién se refiere al uso de derivados de fenotiazina especificos, por ejemplo, PerSuCC, ACV y 221E, DB-4-088-2
(088-2), DB-4-088-3 (088-3); DB-4-086 (086); DB-4-087-2 (087-2), DB-4-087-3 (087-3); DB-4-089 (089), derivados
sustituyentes trifluoronados especificos, o un compuesto de la Féormula | o la Férmula Il, para tratar trastornos
ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo DBA. La invencién se define en las reivindicaciones. Si los compuestos
que no estan cubiertos por las reivindicaciones se describen en la presente memoria para su uso en los métodos
reivindicados, pueden ser solo ilustrativos y no necesariamente formar parte de la invencién reivindicada.

Por conveniencia, en la presente memoria se recopilan ciertos términos empleados en la presente memoria, en la
memoria descriptiva, los ejemplos y las reivindicaciones adjuntas. A menos que se indique lo contrario, o esté implicito
en el contexto, los siguientes términos y expresiones incluyen los significados que se proporcionan a continuacién. A
menos que se indique explicitamente lo contrario, o sea evidente por el contexto, los siguientes términos y expresiones
no excluyen el significado que el término o la expresién haya adquirido en la técnica a la que pertenece. Las
definiciones se proporcionan para ayudar a describir realizaciones particulares y no pretenden limitar la invenciéon
reivindicada, ya que el alcance de la invencién esta limitado Unicamente por las reivindicaciones. A menos que se
definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo
significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién.

Definiciones

El término “realizacién” no implica necesariamente que el objeto descrito en el mismo forme parte de la invencién
reivindicada. El término “regular” usado en la presente memoria en referencia a la expresién de un gen se refiere a
producir un efecto sobre, por ejemplo, la expresion génica. En algunas realizaciones, el efecto puede ser estimulador,
tal como aumentar la expresion de un gen. En algunas realizaciones, el efecto puede ser inhibidor, tal como disminuir
la expresién de un gen. Los términos “regular” y “modular” se usan indistintamente en la presente memoria.

La expresion “inhibidor de la calmodulina”, usado indistintamente en la presente memoria, se refiere en general a un
agente o molécula que inhibe la actividad o expresidn de la calmodulina. Los inhibidores de la calmodulina pueden ser
de origen sintético o biolégico. Pueden ser moléculas organicas o inorganicas, o péptidos, anticuerpos o ARN
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antisentido que inhiben la calmodulina. Los inhibidores de la calmodulina de la invencién son entidades quimicas o
moléculas que pueden inhibir la expresién de la calmodulina y/o la actividad bioldgica de la calmodulina; por ejemplo,
se ha determinado previamente que los compuestos de TFP y FLU, profarmacos, derivados y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos son Utiles en el tratamiento de trastornos ribosémicos (véase la publicacién de EE. UU.
2015/0265627). Los ensayos para monitorizar la actividad de la calmodulina son conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, la publicacion de EE. UU. 2015/0265627. En la presente memoria, los inventores han identificado compuestos
no descritos anteriormente que funcionan particularmente bien para el tratamiento de trastornos ribosémicos, por
ejemplo, ACV, 221E y PerSuCC, DB-4-088-2 (088-2), DB-4-088-3 (088-3); DB-4-086 (086); DB-4-087-2 (087-2), DB-
4-087-3 (087-3); DB-4-089 (089), derivados sustituyentes trifluorados, o un compuesto de la Férmula | o la Férmula Il
(véanse las Figuras 25 y 32).

La expresion “proteina ribosémica”, también designada en la presente memoria como “proteinas r’, se refiere a
cualquiera de las particulas de ribonucleoproteina intracelular relacionadas con la sintesis de proteinas; consisten en
unidades disociables de forma reversible y se encuentran unidas a membranas celulares o libres en el citoplasma.
Pueden presentarse individualmente o en grupos (polirribosomas). Pueden presentarse solos o en grupos, llamados
polirribosomas o polisomas, que son ribosomas unidos por el ARNm y participan activamente en la sintesis de
proteinas. Las ribonucleoproteinas (a menudo designadas como “RNP”) son importantes en la sintesis de proteinas;
constan de dos unidades disociables de forma reversible, una grande (L) y otra pequefia (S) (denominadas también
subunidades 80S y 40S en eucariotas (505 y 30S en bacterias)). El término incluye cualquiera de las proteinas que,
junto con el ARNr, forman las subunidades ribosémicas implicadas en el proceso celular de traduccién. El término
abarca proteinas de la subunidad pequefia (S) y la subunidad grande (L) de los ribosomas. Debido a la alta
conservacion de los restos de ARN y proteinas de los ribosomas y de la maquinaria de biogénesis de los ribosomas
de levaduras y bacterias, gran parte del conocimiento sobre estas moléculas organicas proviene del estudio de los
ribosomas de E. coli, y también se aplica a los seres humanos. En la subunidad pequefia (30S) de los ribosomas de
E. coli, las proteinas denominadas S4, S7, S8, S15, S17, S20 se unen de forma independiente al ARNr 16S. Tras el
ensamblaje de estas proteinas de unidén primarias, S5, S6, S9, S12, S13, S16, S18 y S19 se unen al ribosoma en
crecimiento. Estas proteinas también potencian la adiciéon de S2, S3, S10, S11, S14 y S21. El enlace de proteinas a
uniones helicoidales es importante para iniciar el pliegue terciario correcto del ARN y organizar la estructura general.
Casi todas las proteinas contienen uno o mas dominios globulares. Ademas, casi todas contienen extensiones largas
que pueden entrar en contacto con el ARN en regiones de gran alcance. Los residuos basicos de las proteinas
producen una estabilizacién adicional, ya que neutralizan la repulsién de carga de la cadena principal del ARN.
También existen interacciones proteina-proteina para mantener unida la estructura mediante interacciones
electrostéaticas y de enlaces de hidrégeno. Las investigaciones tedricas apuntaron a los efectos correlacionados de la
unién a proteinas sobre las afinidades de unién durante el proceso de ensamblaje [2].

Las expresiones “trastorno ribosémico” o “trastorno de proteinas ribosémicas” se refieren a una enfermedad o trastorno
relacionado con una funcién mutada y/o anormal de una proteina ribosémica. Puede incluir una enfermedad debida a
una mutacién en una proteina ribosémica, o una enfermedad debida a una disminucién del nivel, o una pérdida parcial
de la funcién, de una proteina ribosémica o, alternativamente, una enfermedad debida a un nivel elevado de una
proteina ribosémica, en comparacién con un individuo de control sano normal. La expresién trastorno ribosémico
incluye enfermedades genéticas de proteinas ribosémicas, incluyendo, entre otros, la anemia de Diamond-Blackfan
(DBA), la mielodisplasia, el sindrome de Shwachman-Diamond (SDS) y el Sindrome de Treachers Collins (TCS).

Los términos “ribosomopatia” o “ribosomopatias” se refieren a cualquier enfermedad o mal funcionamiento de los
ribosomas. Los ribosomas son pequefios organulos que se encuentran en todas las células y que participan en la
produccién de proteinas mediante la traduccién de ARN mensajero. Una enfermedad o un mal funcionamiento de los
ribosomas incluyen: (i) enfermedad de las proteinas de la biogénesis ribosémica, (ii) enfermedad de las
ribonucleoproteinas nucleolares pequefias, y (iii) enfermedades de las proteinas ribosémicas (como se ha discutido
méas arriba en la definicién de “trastorno de proteinas ribosémicas”), y todas se revisan en Freed et al., Mol. Biosyst.
2010; 6(3); 481-493 titulado "When ribosomes go bad: diseases of ribosome biogenesis". Las enfermedades de las
proteinas de la biogénesis ribosémica incluyen, pero no se limitan a, el sindrome de Treachers-Collins (TCS), la
infertilidad masculina debida a una mutacién en UTP14c, la cirrosis infantil de los indios nativos americanos (NAIC),
el sindrome de Bowen-Conradi (BCS), el defecto neurolégico de la alopecia y el sindrome de endrocrinopatia
(sindrome ANE), el sindrome de Shwachman-Diamond (SDS), el gen candidato para glaucoma primario de angulo
abierto (POAG) y modificador de la neurofibromatosis tipo | (NF1). Las enfermedades de las ribonucleoproteinas
nucleolares pequefias incluyen, pero no se limitan a, la displasia Anauxética (AD), la displasia cartilagino-capilar
(también llamada condrodisplasia metafisaria, tipo McKusick; CCH), la displasia metafisaria sin hipotricosis (MDWH),
la Disqueratosis congénita (también llamada sindrome de Zinzzer-Engman-Cole), el sindrome de Hoyeraal-
Hreidarsson (en el que algunos casos son variantes graves de la Disqueratosis congénita) y sindrome de Prader-Willi
(PWS).

El término “derivado”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una sustancia quimica relacionada
estructuralmente con otra, es decir, una sustancia “original”, que puede denominarse compuesto “precursor’. Se puede
preparar un “derivado” a partir del compuesto precursor estructuralmente relacionado en una o mas etapas. Las
propiedades fisicas y quimicas generales de un derivado también son similares a las del compuesto precursor.
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Las expresiones “derivado funcional” y “mimético” se usan indistintamente en la presente memoria, y se refieren a
compuestos que poseen una actividad biolégica (en particular, actividad biolégica funcional) que es sustancialmente
similar a la actividad biolégica de la entidad o molécula de la que es un derivado funcional. La expresién derivado
funcional pretende incluir los fragmentos, variantes, analogos o derivados quimicos de una molécula. En ciertas
realizaciones, los derivados funcionales y los analogos funcionales de los inhibidores de la calmodulina (por ejemplo,
anélogos funcionales de TFP, A-3, W-7, A-7, W-5 y CGS-9343) pueden evaluarse para determinar su actividad
biolégica usando el ensayo descrito en la presente memoria, en el que los derivados y analogos que inhiben la
calmodulina se considerarian derivados funcionales o anélogos funcionales de dichos inhibidores de la calmodulina.

El término “analogo’, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un agente que conserva la misma funcién
biolégica, o una funcién biolégica y/o estructura similares (es decir, la inhibicion de la calmodulina) que la molécula o
sustancia quimica o polipéptido de los que es un analogo. Los ejemplos de analogos incluyen peptidomiméticos (un
anélogo peptidico), acidos nucleicos peptidicos (un anélogo de 4cido nucleico), compuestos orgénicos o inorganicos
pequefios y grandes, asi como derivados y variantes de un polipéptido o acido nucleico de la presente memoria.

La expresion “sustancialmente similar’, cuando se usa para definir la actividad biolégica de un derivado o analogo de
un inhibidor (por ejemplo, el inhibidor de p90S6K, p70S6K, Chk2 o calmodulina) en comparaciéon con la actividad
biolégica del inhibidor del que es un derivado o analogo, significa que un derivado o analogo particular difiere del
inhibidor precursor inicial en su estructura quimica, en uno 0 mas grupos o elementos, incluyendo sustituciones,
deleciones o adiciones de grupos de elementos, cuyo efecto neto consiste en retener al menos parte de la actividad
biolégica encontrada en el inhibidor precursor inicial con respecto a la inhibicién de la quinasa u otra actividad y/o
expresion de RSK, Chk2. Un experto en la materia puede evaluar dicha actividad biolégica de inhibicién por un
derivado o analogo funcional mediante ensayos bien conocidos en la técnica, por ejemplo en ensayos de quinasa in
vitro, que miden la fosforilacién de sustratos.

Eltérmino “tejido” pretende incluir células intactas, sangre, preparados sanguineos tales como plasma y suero, huesos,
articulaciones, musculos, musculos lisos y érganos.

El término “individuo” incluye individuos humanos y otros mamiferos que reciben tratamiento profilactico o terapéutico.
Los términos “individuo” y “sujeto” se usan indistintamente en la presente memoria y se refieren a un animal, por
ejemplo un ser humano, para el que se proporciona un tratamiento, incluyendo un tratamiento profilactico, con las
células de acuerdo con la presente invencidén. Los “animales no humanos” de la invencién incluyen mamiferos tales
como ratas, ratones, conejos, ovejas, gatos, perros, vacas, cerdos y primates no humanos.

Las expresiones “una muestra de referencia” o “un nivel de referencia”’, tal como se usan indistintamente en la presente
memoria, se refieren a un control negativo de la afeccién. Por ejemplo, en el contexto del tratamiento, un nivel de
referencia es el nivel en el que un individuo no recibe tratamiento. En algunas realizaciones, un nivel de referencia en
el contexto del diagndstico es el nivel presente en un individuo sano normal. La expresién “individuo sano normal’ se
refiere a un individuo que no presenta sintomas de ninguna enfermedad o trastorno, o en el que no se ha identificado
ninguna enfermedad o trastorno, o que no esta recibiendo ningun tratamiento farmacolégico, o a un individuo que los
médicos identifican como sano basédndose en exdmenes médicos. En algunas realizaciones, un nivel o muestra de
referencia usado en la presente memoria se refiere al nivel medido en un punto temporal anterior de un individuo que
esta siendo tratado.

Los términos “tratar” y “tratamiento”, utilizados indistintamente, con respecto al tratamiento de una enfermedad o
trastorno, significan prevenir el desarrollo de la enfermedad, o alterar el curso de la enfermedad (por ejemplo, pero sin
limitarse a, retrasar la progresién de la enfermedad), o revertir un sintoma de la enfermedad o reducir uno o mas
sintomas y/o uno 0 mas marcadores bioquimicos en un individuo, evitando que uno o mas sintomas empeoren o
progresen, promover la recuperaciéon o mejorar el prondstico en un individuo que esté en riesgo de la enfermedad, asi
como retrasar o reducir la progresién de la enfermedad existente. El término tratamiento abarca reducir o aliviar al
menos un efecto adverso o sintoma de una afeccidén, enfermedad o trastorno asociado con una funcién inadecuada
de proteinas ribosémicas. Tal como se usa en la presente memoria con respecto a un trastorno de proteinas
ribosémicas, el término tratamiento se usa para referirse a la reduccidén de un sintoma y/o un marcador bioquimico de
un trastorno de proteinas ribosémicas en al menos un 10 %, por ejemplo, una reduccién de los niveles de p21 y/o p53
en células CD34+ del individuo, o un retorno de la hemoglobina a los niveles normales, o una restauracién o prevencién
de deformidades craneofaciales. Por ejemplo, pero sin caracter limitativo, una reduccién de los niveles de p21 y/o p53
en células CD34+ del individuo, solo como ejemplo ilustrativo, en un 10 % se considerarian tratamientos eficaces
mediante los métodos descritos en la presente memoria.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “tratar” incluye prevenir la progresidén y/o reducir o revertir al
menos un efecto adverso o sintoma de una afeccidén, enfermedad o trastorno asociado con un trastorno de proteinas
ribosémicas o ribosomopatia, por ejemplo DBA. Por consiguiente, en algunas realizaciones, el tratamiento puede ser
profilactico en términos de prevenir total o parcialmente una enfermedad o signo o sintoma de un trastorno de proteinas
ribosémicas o ribosomopatia. Por ejemplo, los individuos que se sabe que tienen una mutacién en proteinas
ribosémicas o, alternativamente, niveles de expresidon bajos de una proteina ribosémica especifica, pueden someterse
a un tratamiento profilactico para prevenir la aparicién de uno o mas sintomas asociados con dicha mutaciéon en la
proteina ribosémica y/o niveles disminuidos en la proteina ribosémica. En algunas realizaciones, el tratamiento
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profilactico se puede administrar a individuos que hayan recibido un tratamiento previo de una enfermedad asociada
con un trastorno de proteinas ribosémicas. Por ejemplo, los individuos que han recibido corticosteroides o
transfusiones de sangre para el tratamiento de la DBA y/u otro tratamiento previo para estabilizar su DBA pueden
tratarse profilacticamente (por ejemplo, con un inhibidor de la calmodulina y/o un bloqueador de los canales de calcio
tal como se describe en la presente memoria).

Tal como se usan en la presente memoria, los términos “prevenir” y “prevencién” se refieren a evitar o retrasar la
manifestacién de uno o més sintomas o marcadores medibles de una enfermedad o trastorno. Un retraso en la
manifestacion de un sintoma o marcador es un retraso con respecto al tiempo en el que dicho sintoma o marcador se
manifiesta en un individuo de control o no tratado con una probabilidad o susceptibilidad similar de desarrollar la
enfermedad o trastorno. Los términos “prevenir’ y “prevencidén” incluyen no solo evitar o prevenir totalmente los
sintomas o marcadores, sino también reducir la gravedad o el grado de cualquiera de esos sintomas o marcadores,
en relacién con los sintomas o marcadores que surgen en un individuo de control o no tratado con una probabilidad o
susceptibilidad similar de desarrollar la enfermedad o el trastorno, o en relacién con los sintomas o marcadores que
puedan surgir segin las medidas histéricas o estadisticas de las poblaciones afectadas por la enfermedad o el
trastorno. Por “gravedad reducida” se entiende al menos una reduccién del 10 % en la gravedad o el grado de un
sintoma o marcador de enfermedad medible, en relacién con un control o referencia, por ejemplo, al menos el 15 %,
el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95 %, el 99 % o incluso el 100 % (es decir,
sin sintomas ni marcadores medibles).

El término tratamiento “profilactico” o “terapéutico” se refiere a la administracién al huésped de una o mas de las
composiciones objeto. Si se administra antes de la manifestacién clinica de la afeccién no deseada (por ejemplo, una
enfermedad u otro estado no deseado del animal huésped), el tratamiento es profilactico, es decir, protege al huésped
contra el desarrollo de la afeccién no deseada, mientras que si se administra después de la manifestacién de la
afeccién no deseada, el tratamiento es terapéutico (es decir, esta destinado a disminuir, mejorar o mantener la afeccién
no deseada existente o los efectos secundarios de la misma).

Tal como se usa en la presente memoria, “silenciamiento génico” o “silenciado génicamente” en referencia a una
actividad de una molécula de ARNi, por ejemplo, un ARNsi o un ARNmi, se refiere a una disminucién en el nivel de
ARNmM en una célula para un gen diana (por ejemplo, el gen p90S6K o el gen p70S6K) en al menos aproximadamente
un 5 %, aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 40
%, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 80 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 99 %, aproximadamente un 100 % del
nivel de ARNm encontrado en la célula sin la presencia de la molécula de interferencia de ARNmi o ARN. En una
realizacion preferida, los niveles de ARNm disminuyen en al menos aproximadamente un 70 %, aproximadamente un
80 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 99 %, aproximadamente un 100
%.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “ARNi” se refiere a cualquier tipo de ARN interferente, incluyendo,
entre otros, ARNisi, ARNihc, microARN endégeno y microARN artificial. Por ejemplo, incluye secuencias previamente
identificadas como ARNSsi, independientemente del mecanismo de procesamiento aguas abajo del ARN (es decir,
aunque se cree que los ARNsitienen un método especifico de procesamiento in vivo que da como resultado la escisién
del ARNm, dichas secuencias pueden incorporarse en los vectores en el contexto de las secuencias flanqueadoras
descritas en la presente memoria). El término “ARNi” puede incluir tanto moléculas de ARNi silenciadoras de genes
como moléculas efectoras de ARNi que activan la expresiéon de un gen. Solo a modo de ejemplo, en algunas
realizaciones, los agentes de ARNi que sirven para inhibir o silenciar genes son Utiles en los métodos, kits y
composiciones descritos en la presente memoria para inhibir los genes p70S6K y p90S6K de RSK.

Tal como se usa en la presente memoria, un “ARNsi” se refiere a un acido nucleico que forma un ARN bicatenario,
teniendo dicho ARN bicatenario la capacidad de reducir o inhibir la expresiéon de un gen o gen diana cuando el ARNSsi
esta presente o se expresa en la misma célula que el gen diana. EI ARN ARNSsi bicatenario puede estar formado por
las cadenas complementarias. En una realizacién, un ARNsi se refiere a un acido nucleico que puede formar un ARNSsi
bicatenario. La secuencia del ARNsi puede corresponder al gen diana de longitud completa, 0 a una subsecuencia del
mismo. Normalmente, el ARNSsi tiene una longitud de al menos aproximadamente 15 a 50 nucleétidos (por ejemplo,
cada secuencia complementaria del ARNsi bicatenario tiene una longitud de aproximadamente 15 a 50 nucleétidos, y
el ARNSsi bicatenario tiene una longitud de aproximadamente 15 a 50 pares de bases, preferiblemente de
aproximadamente 19 a 30 nucleétidos de bases, preferiblemente de aproximadamente 20 a 25 nucleétidos de longitud,
por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleétidos de longitud).

Tal como se usa en la presente memoria, el “ARNhc” o “ARN de horquilla pequefia” (también denominado estructura
de horquilla) es un tipo de ARNsi. En una realizacién, estos ARNhc estan compuestos por una cadena antisentido
corta, por ejemplo de aproximadamente 19 a aproximadamente 25 nucleétidos, seguida de un bucle de nuclebtidos
de aproximadamente 5 a aproximadamente 9 nucleétidos, y la cadena sentido analoga. Alternativamente, la cadena
sentido puede preceder a la estructura del bucle nucleotidico y la cadena antisentido puede seguirla.
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Los términos “microARN” 0 “ARNmI” se usan indistintamente en la presente memoria para referirse a ARN endégenos,
algunos de los cuales se sabe que regulan la expresién de genes codificadores de proteinas a nivel postranscripcional.
Los microARN endégenos son pequefios ARN presentes de forma natural en el genoma que son capaces de modular
la utilizacion productiva del ARNm. El término microARN artificial incluye cualquier tipo de secuencia de ARN, distinta
del microARN endégeno, que sea capaz de modular la utilizacién productiva del ARNm. Las secuencias de microARN
se han descrito en publicaciones tales como Lim, et al., Genes & Development, 17, p. 991-1008 (2003), Lim et al.
Science 299, 1540 (2003), Lee y Ambros Science, 294, 862 (2001), Lau et al., Science 294, 858-861 (2001), Lagos-
Quintana et al., Current Biology, 12, 735-739 (2002), Lagos Quintana et al., Science 294, 853-857 (2001), y Lagos-
Quintana et al., RNA, 9, 175-179 (2003). También se pueden incorporar multiples microARN en una molécula
precursora. Ademés, las estructuras de horquilla similares a los ARNmi pueden expresarse en las células como un
vehiculo para suministrar ARNmi artificiales y ARN interferentes cortos (ARNsi) con el fin de modular la expresién de
genes enddgenos a través de las vias del ARNmi o del ARNi.

Tal como se usan en la presente memoria, “ARN bicatenario” o “ARNds” se refieren a moléculas de ARN que estén
compuestas por dos cadenas. Las moléculas bicatenarias incluyen aquellas compuestas por una Unica molécula de
ARN que se dobla sobre si misma para formar una estructura bicatenaria. Por ejemplo, la estructura en horquilla de
las moléculas progenitoras de las que se deriva el ARNmi monocatenario, denominada premiARN (Bartel et al., 2004).
Cell 116:281-297), comprende una molécula de ARNdSs.

El término “gen” usado en la presente memoria puede ser un gen genémico que comprende secuencias reguladoras
de la transcripcion y/o la traduccién y/o una regién codificante y/o secuencias no traducidas (por ejemplo, intrones,
secuencias 5'y 3' no traducidas y secuencias reguladoras). La regién codificante de un gen puede ser una secuencia
de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos o un ARN funcional, tal como ARNt, ARNr, ARN catalitico,
ARNsi, ARNmi y ARN antisentido. Un gen también puede ser un ARNm o un ADNc correspondiente a las regiones
codificantes (por ejemplo, exones y ARNmi) que comprenden opcionalmente secuencias 5' o 3' no traducidas unidas
alas mismas. Un gen también puede ser una molécula de acido nucleico amplificada producida in vitro que comprende
toda o una parte de la regién codificante y/o secuencias 5' 0 3' no traducidas unidas a la misma.

La expresién “producto(s) génico(s)”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a incluir el ARN transcrito a
partir de un gen, o un polipéptido codificado por un gen o traducido a partir del ARN.

Las expresiones “disminuir”, “reducir’, “reduccién” o “disminucién”, “regular de forma descendente” o “inhibir” se usan
todas en la presente memoria generalmente para referirse a una disminucién en una cantidad estadisticamente
significativa. Sin embargo, para evitar dudas, “bajar”, “reducir’, “reduccién” o “disminucién” o “inhibir” significan una
disminucién de al menos un 10 % en comparacién con un nivel de referencia, por ejemplo, una disminucién de al
menos aproximadamente un 20 %, o al menos aproximadamente un 30 %, o al menos aproximadamente un 40 %, o
al menos aproximadamente un 50 %, o al menos aproximadamente un 60 %, o al menos aproximadamente un 70 %,
0 al menos aproximadamente un 90 % o hasta e incluida una disminucién del 100 % (es decir, un nivel no existente
en comparacién con una muestra de referencia), o cualquier disminucién entre el 10 y el 100 % en comparacidén con
un nivel de referencia. Cuando se usan “disminucién” o “inhibicién” en el contexto del nivel de expresién o actividad
de un gen o una proteina, por ejemplo la calmodulina, se refieren a una reduccién en el nivel o la actividad de una
proteina o &cido nucleico en una célula, un extracto celular o un sobrenadante celular. Por ejemplo, dicha disminucién
puede deberse a una reduccién de la estabilidad, transcripcién o traduccién del ARN, a una mayor degradacién de las
proteinas o a la interferencia del ARN. En algunas realizaciones, un inhibidor de la calmodulina que es una molécula
pequefia tal como se describe en la presente memoria puede disminuir la actividad o expresion de la calmodulina.
Preferiblemente, esta disminucién es de al menos aproximadamente el 5 %, al menos aproximadamente el 10 %, al
menos aproximadamente el 25 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 % o incluso al menos aproximadamente el 90 % del nivel de expresién o actividad en
condiciones de control. El término “nivel”, tal como se usa en la presente memoria en referencia a la calmodulina, se
refiere a la expresidn o actividad de la calmodulina.

Las expresiones “regular de forma ascendente”’, “aumentar” o “activar’ se usan todas en la presente memoria para
referirse en general a un aumento de una cantidad estadisticamente significativa; para evitar cualquier duda, las
expresiones “regular de forma ascendente”, “aumentar” o “elevar” significan un aumento de al menos el 10 % en
comparacién con un nivel de referencia, por ejemplo un aumento de al menos aproximadamente el 20 %, o al menos
aproximadamente el 30 %, o al menos aproximadamente el 40 %, o al menos aproximadamente el 50 %, o al menos
aproximadamente el 60 %, o al menos aproximadamente el 70 %, o al menos aproximadamente el 80 %, o al menos
aproximadamente el 90 % o un 100 % de aumento o mas, o cualquier aumento entre el 10 y el 100 % en comparacion
con un nivel de referencia, o un aumento superior al 100 %, por ejemplo un aumento de al menos aproximadamente
2 veces, o al menos aproximadamente 3 veces, 0 al menos aproximadamente 4 veces, 0 al menos aproximadamente
5 veces o al menos aproximadamente 10 veces, o cualquier aumento entre 2 veces y 10 veces 0 mas en comparacion
con un nivel de referencia. Cuando se usa “aumento” en el contexto de la expresion o actividad de un gen o proteina,
se refiere a un cambio positivo en el nivel o la actividad de la proteina o el &cido nucleico en una célula, un extracto
celular o un sobrenadante celular. Por ejemplo, dicho aumento puede deberse a una mayor estabilidad, transcripcién
o traduccidn del ARN, o a una disminucién de la degradacién de las proteinas. Preferiblemente, este aumento es de
al menos aproximadamente el 5 %, al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 25 %, al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos
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aproximadamente el 100 %, al menos aproximadamente el 200 % o incluso al menos aproximadamente el 500 % o
méas del nivel de expresion o actividad en condiciones de control.

Las expresiones “significativamente diferente que”, “estadisticamente significativo” y expresiones similares se refieren
a comparaciones entre datos u otras mediciones, en donde las diferencias entre dos individuos o grupos comparados
son evidente o razonablemente diferentes a las del observador entrenado, o estadisticamente significativas (si la
expresion incluye el término “estadisticamente” o si hay alguna indicacién de prueba estadistica, como un valor p, o si
los datos, una vez analizados, producen una diferencia estadistica mediante pruebas estadisticas estandar conocidas
en la técnica).

Una “composicion farmacéutica” se refiere a una composiciéon quimica o biolégica adecuada para la administracién a
un individuo mamifero. Dichas composiciones pueden formularse especificamente para su administracién a través de
una o mas de varias vias, incluyendo, pero sin limitarse a, administracion oral, parenteral, intravenosa, intraarterial,
subcutanea, intranasal, sublingual, intraespinal, intracerebroventricular, y similares.

La expresion “cantidad eficaz” se usa indistintamente con la expresién “cantidad terapéuticamente eficaz” y se refiere
a la cantidad de al menos un agente, por ejemplo un inhibidor de la calmodulina y/o un bloqueador de los canales de
calcio de una composicién farmacéutica, en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios para lograr el
resultado terapéutico deseado, por ejemplo, para reducir o detener al menos un sintoma del trastorno ribosémico o
ribosomopatia, por ejemplo un sintoma de niveles altos de p53 y/o p21 en células CD34+ del individuo. Por ejemplo,
una cantidad eficaz usando los métodos descritos en la presente memoria se consideraria como la cantidad suficiente
para reducir un sintoma del trastorno ribosémico o ribosomopatia en al menos un 10 %. Una cantidad eficaz, tal como
se usa en la presente memoria, también incluiria una cantidad suficiente para prevenir o retrasar el desarrollo de un
sintoma de la enfermedad, alterar el curso de una enfermedad sintomatica (por ejemplo, pero sin limitarse a, retrasar
la progresién de un sintoma de la enfermedad) o revertir un sintoma de la enfermedad. Por consiguiente, la expresion
“cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la cantidad
de agente terapéutico (por ejemplo, los inhibidores de p90 y p70S6K de RSK y los inhibidores especificos de la Chk2
y la calmodulina descritos en la presente memoria) de la composicién farmacéutica para aliviar al menos un sintoma
de un trastorno ribosémico o ribosomopatia, por ejemplo la DBA. Dicho de otro modo, la “cantidad terapéuticamente
eficaz” de un inhibidor tal como se describe en la presente memoria es la cantidad de un inhibidor de la calmodulina o
un bloqueador de los canales de calcio que ejerce un efecto beneficioso sobre, por ejemplo, los sintomas del trastorno
ribosémico o la ribosomopatia. La dosis administrada, como dosis Unicas o multiples, a un individuo variara
dependiendo de una variedad de factores, incluyendo las propiedades farmacocinéticas del inhibidor, la via de
administracion, las condiciones y caracteristicas (sexo, edad, peso corporal, salud, talla) de los individuos, la extension
de los sintomas, los tratamientos simultaneos, la frecuencia del tratamiento y el efecto deseado. Una cantidad
terapéuticamente eficaz también es aquella en la que cualquier efecto téxico o perjudicial del agente terapéutico es
superado por los efectos terapéuticamente beneficiosos. La cantidad eficaz en cada caso individual puede ser
determinada empiricamente por un experto en la materia de acuerdo con los métodos establecidos en la técnica y sin
experimentacién indebida. En general, las expresiones “terapéuticamente eficaz” y “eficaz para el tratamiento, la
prevencién o la inhibiciéon” pretenden calificar el inhibidor descrito en la presente memoria que lograra el objetivo de
reducir la gravedad de al menos un sintoma de una enfermedad o trastorno de proteinas ribosémicas o ribosomopatia.

La expresién “farmacéuticamente aceptable” se emplea en la presente memoria para hacer referencia a aquellos
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que, dentro del alcance del buen juicio médico, son
adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin una toxicidad, irritacién, respuesta
alérgica u otro problema o complicacién excesivos, en proporciéon con una relacién beneficio/riesgo razonable.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en la presente memoria, significa un material,
composicién o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga, diluyente, excipiente, disolvente o material
encapsulante, liquidos o sélidos, implicados en el transporte o la transmisién de los agentes en cuestién desde un
organo, o parte del cuerpo, a otro érgano, o parte del cuerpo. Cada vehiculo debe ser “aceptable” en el sentido de ser
compatible con los demés ingredientes de la formulacién; por ejemplo, el vehiculo no disminuye el impacto del agente
en el tratamiento. En otras palabras, un vehiculo es farmacéuticamente inerte. Las expresiones “ vehiculos
fisiolégicamente tolerables” y “vehiculos de suministro biocompatibles” se usan indistintamente.

Los términos “administrado” y “sometido” se usan indistintamente en el contexto del tratamiento de una enfermedad o
trastorno. Ambos términos se refieren a un individuo que esta siendo tratado con una dosis eficaz de una composicién
farmacéutica que comprende un inhibidor de la invencidén mediante métodos de administraciéon tales como la
administracion parenteral o sistémica.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “alquilo” significa un radical alifatico saturado lineal o ramificado
que tiene una cadena de atomos de carbono. Normalmente se usan alquilo Cx y alquilo Cx-Cy, donde X e Y indican el
nimero de atomos de carbono en la cadena. Por ejemplo, alquilo C1-Ce incluye alquilos que tienen una cadena de
entre 1 y 6 carbonos (por ejemplo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, pentilo,
neopentilo, hexilo, y similares). El término alquilo representado junto con otro radical (por ejemplo, como en arilalquilo)
significa un radical alquilo divalente saturado, lineal o ramificado, que tiene el nimero de &tomos indicado o, cuando
no se indica ningun atomo, significa un enlace, por ejemplo, arilo (Ce-Cio)alquilo (Co-Cs) incluye fenilo, bencilo, fenetilo,
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1-feniletil-3-fenilpropilo, y similares. La cadena principal del alquilo se puede insertar opcionalmente con uno o0 mas
heteroatomos, tales como N, O 0 S.

En realizaciones preferidas, un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada tiene 30 0 menos atomos de carbono en
su cadena principal (por ejemplo, C1-C30 para cadenas lineales, C3-C30 para cadenas ramificadas), y mas
preferiblemente 20 0 menos. Del mismo modo, los cicloalquilos preferidos tienen de 3 a 10 4tomos de carbono en su
estructura de anillo y, mas preferiblemente, tienen 5, 6 o 7 carbonos en la estructura de anillo. La expresién “alquilo”
(o “alquilo inferior”), tal como se usa a lo largo de la especificacion, los ejemplos y las reivindicaciones, pretende incluir
tanto “alquilos no sustituidos” como “alquilos sustituidos”, refiriéndose estos ultimos a restos alquilo que tienen uno o
méas sustituyentes que remplaza a un hidrégeno en uno o més carbonos de la cadena principal de hidrocarburo.

A menos que el nimero de carbono se especifique de otro modo, “alquilo inferior”, tal como se usa en la presente
memoria, significa un grupo alquilo, tal como se ha definido mas arriba, pero que tiene de uno a diez carbonos, mas
preferiblemente de uno a seis atomos de carbono en su estructura de cadena principal. Del mismo modo, el “alquenilo
inferior” y el “alquinilo inferior” tienen longitudes de cadena similares. A lo largo de toda la solicitud, los grupos alquilo
preferidos son alquilos inferiores. En realizaciones preferidas, un sustituyente designado en la presente memoria como
alquilo es un alquilo inferior.

Los sustituyentes de un alquilo sustituido pueden incluir halégeno, hidroxi, nitro, tioles, amino, azido, imino, amido,
fosforilo (incluyendo fosfonato y fosfinato), sulfonilo (incluyendo grupos sulfato, sulfonamido, sulfamoilo y sulfonato) y
sililo, asi como éteres, alquiltios y carbonilos (incluyendo cetonas, aldehidos, carboxilatos y ésteres), -CF3, -CN y
similares.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “alquenilo” se refiere a radicales hidrocarburo insaturados de
cadena lineal, cadena ramificada o ciclicos que tienen al menos un doble enlace carbono-carbono. Normalmente se
usan alquenilo Cx y alquenilo Cx-Cy, donde X e Y indican el nimero de dtomos de carbono en la cadena. Por ejemplo,
alquenilo C2-Cs incluye alquenilos que tienen una cadena de entre 1 y 6 carbonos y al menos un doble enlace, por
ejemplo, vinilo, alilo, propenilo, isopropenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 2-metilalilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-
hexenilo, y similares). El alquenilo representado junto con otro radical (por ejemplo, como en el arilalquenilo) significa
un radical divalente de alquenilo lineal o ramificado que tiene el nUmero de atomos indicado. La cadena principal del
alquenilo se puede insertar opcionalmente con uno 0 mas heteroatomos, tales como N, O 0 S.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “alquinilo” se refiere a radicales hidrocarburo insaturados que
tienen al menos un triple enlace carbono-carbono. Normalmente se usan alquinilo Cx y alquinilo Cx-Cy, donde X e Y
indican el nUmero de atomos de carbono en la cadena. Por ejemplo, alquinilo C2>-Cs incluye alquinilos que tienen una
cadena de entre 1 y 6 carbonos y al menos un triple enlace, por ejemplo, etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-butinilo,
isopentinilo, 1,3-hexadiin-ilo, n-hexinilo, 3-pentinilo, 1-hexen-3-inilo y similares. Alquenilo representado junto con otro
radical (por ejemplo, como en el arilalquenilo) significa un radical divalente alquinilo lineal o ramificado que tiene el
nimero de atomos indicado. La cadena principal del alquinilo se puede insertar opcionalmente con uno o0 mas
heteroatomos, tales como N, O 0 S.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “halégeno” o “halo” se refiere a un atomo seleccionado entre fllor,
cloro, bromo y yodo. La expresién “radioisétopo halégeno” o “isétopo halo” se refiere a un radionucleido de un atomo
seleccionado entre fltor, cloro, bromo y yodo.

Un “resto sustituido con halégeno” o “resto sustituido con halo”, como grupo aislado o parte de un grupo mayor,
significa un resto alifatico, aliciclico o aromatico, tal como se describe en la presente memoria, sustituido por uno o
mas atomos “halo”, tal como se definen dichos términos en esta solicitud.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “haloalquilo” se refiere a un alquilo sustituido con uno o mas
atomos “halo”. Por ejemplo, un alquilo halosustituido incluye haloalquilo, dihaloalquilo, trihaloalquilo, perhaloalquilo y
similares (por ejemplo, alquilo (C1-Cs) halosustituido incluye clorometilo, diclorometilo, difluorometilo, trifluorometilo (-
CF3), 2,2,2-trifluoroetilo, perfluoroetilo, 2,2,2-trifluoro-1,1-dicloroetilo, y similares).

El término “arilo” se refiere a un sistema de anillo aromatico monociclico de 5 a 8 miembros, biciclico fusionado de 8
a 12 miembros o triciclico fusionado de 11 a 14 miembros. El arilo Cx y el arilo Cx-Cy se usan normalmente cuando X
e Y indican el nUmero de atomos de carbono en el sistema de anillo. En algunas realizaciones, 1, 2, 3 0 4 atomos de
hidrégeno de cada anillo pueden sustituirse por un sustituyente.

El término “heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo aromatico monociclico de 5 a 8 miembros, biciclico fusionado
de 8 a 12 miembros o triciclico fusionado de 11 a 14 miembros que tiene de 1 a 3 heterodtomos si es monociclico, de
1 a 6 heteroatomos si es biciclico, o de 1 a 9 heteroatomos si es triciclico, dichos heteroatomos seleccionados entre
O, N o S (por ejemplo, &tomos de carbono)y de 1 a 3, de 1 a6 o de 1a 9 heterodtomos de N, O o S si es monociclico,
biciclico o triciclico, respectivamente. El heteroarilo Cx y el heteroarilo Cx-Cy se usan normalmente cuando X e Y indican
el numero de atomos de carbono en el sistema de anillo. En algunas realizaciones, 1, 2, 3 0 4 dtomos de hidrégeno
de cada anillo pueden sustituirse por un sustituyente.
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Los ejemplos de grupos arilo o heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, piridinilo, pirimidinilo, furanilo, tienilo,
imidazolilo, tiazolilo, pirazolilo, piridazinilo, pirazinilo, triazinilo, tetrazolilo, indolilo, bencilo, fenilo, naftilo, antracenilo,
azulenilo, fluorenilo, indanilo, indenilo, naftilo, fenilo, tetrahidronaftilo, bencimidazolilo, benzofuranilo, benzotiofuranilo,
benzotiofenilo, benzoxazolilo, benzoxazolinilo, benztiazolilo, benztriazolilo, benztetrazolilo, bencisoxazolilo,
bencisotiazolilo, bencimidazolinilo, carbazolilo, carbazolilo 4aH, carbolinilo, cromanilo, cromenilo, cinolinilo,
decahidroquinolinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, dihidrofuro[2,3 bltetrahidrofurano, furanilo, furazanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, imidazolilo, 1H-indazolilo, indolenilo, indolinilo, indolizinilo, indolilo, 3H-indolilo, isatinoilo,
isobenzofuranilo, isocromanilo, isoindazolilo, isoindolinilo, isoindolilo, isoquinolinilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
metilendioxifenilo, morfolinilo, naftiridinilo, octahidroisoquinolinilo, oxadiazolilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo,
1,2,5-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, oxazolidinilo, oxazolilo, oxindolilo, pirimidinilo, fenantridinilo, fenantrolinilo,
fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxatinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, piperazinilo, piperidinilo, 4-piperidonilo, piperonilo,
pteridinilo, purinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridoxazol,
piridoimidazol, piridotiazol, piridinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo, pirrolinilo, 2H-pirrolilo, pirrolilo, quinazolinilo, 4H-
quinolizinilo, quinoxalinilo, quinuclidinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidroisoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, tetrazolilo, 6H-
1,2,5-tiadiazinilo, 1,2,3-tiadiazolilo, 1,2 4-tiadiazolilo, 1,2 5-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, tiantrenilo, tiazolilo, tienilo,
tienotiazolilo, tienooxazolilo, tienoimidazolilo, tiofenilo y xantenilo, y similares.

Los heteroarilos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los derivados de benzo[b]furano, benzo[bltiofeno,
bencimidazol, imidazo[4,5-c]piridina, quinazolina, tieno[2,3-c]piridina, tieno[3,2-b]piridina, tieno[2, 3-b]piridina,
indolizina, imidazo[1,2a]piridina, quinolina, isoquinolina, ftalazina, quinoxalina, naftiridina, quinolizina, indol, isoindol,
indazol, indolina, benzoxazol, benzopirazol, benzotiazol, imidazo[1,5-a]piridina, pirazolo[1,5-a]piridina, imidazo[1,2-
alpirimidina,  imidazo[1,2-c]pirimidina, imidazo[1,5-a]pirimidina, imidazo[1,5-c]pirimidina, pirrolo[2,3-b]piridina,
pirrolo[2,3-c]piridina, pirrolo [3,2-c] piridina, pirrolo [3,2-b] piridina, pirrolo[2,3-d]pirimidina, pirrolo[3,2-d]pirimidina,
pirrolo[2,3-b]pirazina, pirazolo[1,5-a]piridina, pirrolo[1,2-b]piridazina, pirrolo[1,2-c]pirimidina, pirrolo[1,2-a]pirimidina,
pirrolo[1,2-a]pirazina, triazo[1,5-a]piridina, pteridina, purina, carbazol, acridina, fenazina, fenotiazeno, 1,2-dihidropirrolo
[3,2,1-hilindol, indolizina, pirido[1,2-a]indol, 2(IH)-piridinona, bencimidazolilo, benzofuranilo, benzotiofuranilo,
benzotiofenilo, benzoxazolilo, benzoxazolinilo, bencitiazolilo, benztriazolilo, benztetrazolilo, bencisoxazolilo,
bencisotiazolilo, bencimidazolinilo, carbazolilo, 4aH-carbazolilo, carbolinilo, cromanilo, cromenilo, cinolinilo,
decahidroquinolinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, dihidrofuro[2,3-b]tetrahidrofurano, furanilo, furazanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, imidazolilo, 1H-indazolilo, indolenilo, indolinilo, indolizinilo, indolilo, 3H-indolilo, isatinoilo,
isobenzofuranilo, isocromanilo, isoindazolilo, isoindolinilo, isoindolilo, isoquinolinilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
metilendioxifenilo, morfolinilo, naftiridinilo, octahidroisoquinolinilo, oxadiazolilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo,
1,2,5-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, oxazolidinilo, oxazolidilo, oxepanilo, oxetanilo, oxindolilo, pirimidinilo, fentridinilo,
fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxatinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, piperazinilo, piperidinilo, piperidonilo, 4-
piperidonilo, piperonilo, pteridinilo, purinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolinilo, pirazolilo,
piridazinilo, piridoxazol, piridoimidazol, piridotiazol, piridinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo, pirrolinilo, 2H-pirrolilo,
pirrolilo, quinazolinilo, quinolinilo, 4H-quinolizinilo, quinoxalinilo, quinuclidinilo, tetrahidrofuranilo,
tetrahidroisoquinolinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo, tetrazolilo, 6H-1,2 5-tiadiazinilo, 1,2,3-tiaditiazolilo,
1,2,4-tiadiazolilo, 1,2,5-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, tiantrenilo, tiazolilo, tienilo, tienotiazolilo, tienooxazolilo,
tienoimidazolilo, tiofenilo y xantenilo. Algunos grupos heteroarilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, piridilo,
furilo o furanilo, imidazolilo, bencimidazolilo, pirimidinilo, tiofenilo o tienilo, piridazinilo, pirazinilo, quinolinilo, indolilo,
tiazolilo, naftiridinilo, 2-amino-4-oxo-3,4-dihidropteridin-6-ilo, tetrahidroisoquinolinilo y similares.

El arilo y los heteroarilos pueden sustituirse opcionalmente con uno o mas sustituyentes en una o mas posiciones con,
por ejemplo, halégeno, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, amino, nitro, sulfhidrilo, imino,
amido, fosfato, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, éter, alquiltio, sulfonilo, cetona, aldehido, éster, un
heterociclilo, un resto aromatico o heteroaromatico, -CF3, -CN o similares.

El término “ciclilo” o “cicloalquilo” se refiere a grupos hidrocarburo ciclicos saturados y parcialmente insaturados que
tienen de 3 a 12 carbonos, por ejemplo, de 3 a 8 carbonos y, por ejemplo, de 3 a 6 carbonos. El arilo Cx y el arilo Cx-
Cy se usan normalmente cuando X e Y indican el nimero de atomos de carbono en el sistema de anillo.
Adicionalmente, el grupo cicloalquilo puede sustituirse opcionalmente, por ejemplo, con 1, 2, 3 o 4 sustituyentes. El
ciclilo C3-C1o incluye ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, 2,5-ciclohexadienilo, cicloheptilo,
ciclooctilo, biciclo[2.2.2]octilo, adamantan-1-ilo, decahidronatftilo, oxociclohexilo, dioxociclohexilo, tiociclohexilo, 2-
oxobiciclo[2.2.1]hept-1-ilo y similares.

El término “heterociclilo” se refiere a un sistema de anillo no aromatico monociclico de 5 a 8 miembros, biciclico de 8
a 12 miembros o ftriciclico de 11 a 14 miembros que tiene de 1 a 3 heterodtomos si es monociclico, de 1 a 6
heteroatomos si es biciclico, o de 1 a 9 heteroatomos si es triciclico, dichos heteroatomos seleccionados entre O, N o
S (por ejemplo, &tomos de carbonoyde 1a 3, de 1a6 o de1a9 heterodtomos de N, O 0 S si es monociclico, biciclico
o triciclico, respectivamente). El heteroarilo Cx y el heteroarilo Cx-Cy se usan normalmente cuando X e Y indican el
nimero de atomos de carbono en el sistema de anillo. En algunas realizaciones, 1, 2 0 3 atomos de hidrégeno de
cada anillo pueden sustituirse por un sustituyente. Los ejemplos de grupos heterociclilo incluyen, pero no se limitan a,
piperazinilo, pirrolidinilo, dioxanilo, morfolinilo, tetrahidrofuranilo, piperidilo, 4-morfolilo, 4-piperazinilo, pirrolidinilo,
perhidropirrolizinilo, 1,4-diazaperhidroepinilo, 1,3-dioxanilo, 1,4-dioxanilo, y similares.
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Los términos “biciclico” y “triciclico” se refieren a conjuntos de anillos policiclicos fusionados, puenteados o unidos
mediante un enlace simple.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresién “anillo fusionado” se refiere a un anillo que esta unido a otro
anillo para formar un compuesto que tiene una estructura biciclica cuando los dtomos del anillo que son comunes a
ambos anillos estan unidos directamente entre si. Los ejemplos no exclusivos de anillos fusionados comunes incluyen
decalina, naftaleno, antraceno, fenantreno, indol, furano, benzofurano, quinolina, y similares. Los compuestos que
tienen sistemas de anillos fusionados pueden ser saturados, parcialmente saturados, ciclicos, heterociclilos,
aromaticos, heteroaromaticos, y similares.

El término “ciano” significa el radical -CN.

El término “heterodtomo” se refiere a un 4tomo que no es un atomo de carbono. Los ejemplos particulares de
heteroatomos incluyen, pero no se limitan a, nitrégeno, oxigeno, azufre y halégenos. Un “resto heterodtomo” incluye
un resto en el que el &tomo por el que se une el resto no es un carbono. Los ejemplos de restos heterodtomo incluyen
-N=, -NRN -, -N*(O") =, -O-, -8- 0 -§(0)2-, -OS(O)2- y -SS-, en donde RN es H u otro sustituyente.

El término “hidroxi” significa el radical -OH.
El término “nitro” significa el radical -NOx.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “aromatico” significa un resto en el que los atomos constituyentes
forman un sistema de anillo insaturado, todos los atomos del sistema de anillo estan hibridados sp? y el nimero total
de electrones pi es igual a 4n+2. Un anillo aromatico puede ser de manera que los atomos del anillo son solo atomos
de carbono (por ejemplo, arilo) o pueden incluir atomos de carbono y no de carbono (por ejemplo, heteroarilo).

Tal como se usa en la presente memoria, el término “sustituido” se refiere a la sustitucién independiente de uno o mas
(normalmente 1, 2, 3, 4 o 5) de los atomos de hidrégeno del resto sustituido por sustituyentes seleccionados
independientemente entre el grupo de sustituyentes abajo enumerados en la definicion de “sustituyentes” o
especificados de otro modo. En general, un sustituyente que no es hidrégeno puede ser cualquier sustituyente que se
pueda unir a un atomo del resto determinado que se especifica para ser sustituido. Los ejemplos de sustituyentes
incluyen, pero no se limitan a, acilo, acilamino, aciloxi, aldehido, aliciclico, alifatico, alcanosulfonamido, alcanosulfonilo,
alcarilo, alquenilo, alcoxi, alcoxicarbonilo, alquilo, alquilamino, alquilcarbanoilo, alquileno, alquilideno, alquiltios,
alquinilo, amida, amido, amino, amino, aminoalquilo, aralquilo, aralquilsulfonamido, arenosulfonamido, arenosulfonilo,
aromatico, arilo, arilamino, arilcarbanoilo, ariloxi, azido, carbamoilo, carbonilo, carbonilos (incluyendo cetonas, carboxi,
carboxilatos, CFs, ciano (CN), cicloalquilo, cicloalquileno, éster, éter, haloalquilo, halégeno, halégeno, heteroarilo,
heterociclilo, hidroxi, hidroxialquilo, imino, iminocetona, cetona, mercapto, nitro, oxaalquilo, oxo, oxoalquilo, fosforilo
(incluyendo fosfonato y fosfinato), grupos sililo, sulfonamido, sulfonilo (incluyendo restos sulfato, sulfamoilo y
sulfonato), tioles y ureido, cada uno de los cuales también puede estar opcionalmente sustituido o no sustituido. En
algunos casos, dos sustituyentes, junto con el o los carbonos a los que estan unidos, pueden formar un anillo.

Los términos “alcoxilo” o “alcoxi”, tal como se usan en la presente memoria, se refieren a un grupo alquilo, tal como se
ha definido mas arriba, que tiene un radical de oxigeno unido al mismo. Los grupos alcoxilo representativos incluyen
metoxi, etoxi, propiloxi, terc-butoxi, n-propiloxi, isopropiloxi, n-butiloxi, isobutiloxi, y similares. Un “éter” son dos
hidrocarburos unidos covalentemente por un oxigeno. Por consiguiente, el sustituyente de un alquilo que convierte
ese alquilo en un éter es o se parece a un alcoxilo, tal como puede representarse por uno de -O-alquilo, -O-alquenilo
y -O-alquinilo. El aroxi se puede representar por -O-arilo u O-heteroarilo, en donde arilo y heteroarilo son como se
definen mas abajo. Los grupos alcoxi y aroxi pueden sustituirse como se ha descrito més arriba por alquilo.

El término “alquilarilo”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo
arilo. El término “alquilheteroarilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con un heteroarilo.

El término “alquiltio” se refiere a un grupo alquilo, tal como se ha definido mas arriba, que tiene un radical azufre unido
al mismo. En realizaciones preferidas, el resto “alquiltio” est4 representado por uno de -S-alquilo, -S-alquenilo y -S-
alquinilo. Los grupos alquiltio representativos incluyen metiltio, etiltio y similares. El término “alquiltio” también abarca

grupos cicloalquilo, grupos alqueno y cicloalqueno y grupos alquino. “Ariltio” se refiere a grupos arilo o heteroarilo.

El término “acilo” se refiere a un sustituyente alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, arilcarbonilo, heterociclilcarbonilo o
heteroarilcarbonilo, cualquiera de los cuales puede sustituirse adicionalmente por sustituyentes. Los grupos acilo
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, alcanoilo (C1-Cs) (por ejemplo, formilo, acetilo, propionilo, butirilo, valerilo,
caproilo, t-butilacetilo, etc.), (Cs-Cs) cicloalquilcarbonilo (por ejemplo, ciclopropilcarbonilo, ciclobutilcarbonilo,
ciclopentilcarbonilo, ciclohexilcarbonilo, etc.), carbonilo heterociclico (por ejemplo, pirrolidinilcarbonilo, pirrolid-2-ona-
5-carbonilo, piperidinilcarbonilo, piperazinilcarbonilo, tetrahidrofuranilcarbonilo, etc.), aroilo (por ejemplo, benzoilo) y
heteroaroilo (por ejemplo, tiofenil-2-carbonilo, tiofenil-3-carbonilo, furanil-2-carbonilo, furanil-3-carbonilo, 1H-pirroil-2-
carbonilo, IH-pirroil-3-carbonilo, benzo[bltiofenil-2-carbonilo, etc.). Ademéas, la porcién alquilo, cicloalquilo, heterociclo,
arilo y heteroarilo del grupo acilo puede ser cualquiera de los grupos descritos en las definiciones respectivas.
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El término “alquilamino” significa un resto nitrégeno que tiene al menos un radical alifético, ciclilo o heterociclilo
insaturado lineal o ramificado unido al nitrégeno. El término “alquilamino” incluye “alquenilamino”, “alquinilamino”,
“ciclilamino” y “heterociclilamino”. El término “arilamino” significa un resto nitrégeno que tiene al menos un radical arilo
unido al nitrégeno. Por ejemplo, -Nharilo y -N(arilo)2. El término “heteroarilamino” significa un resto nitrégeno que tiene
al menos un radical arilo unido al nitrégeno. Por ejemplo, -NHheteroarilo y -N (heteroarilo).. Opcionalmente, dos
sustituyentes junto con el nitrégeno también pueden formar un anillo. A menos que se indique lo contrario, los
compuestos descritos en la presente memoria que contienen restos amino pueden incluir derivados protegidos de los
mismos. Los grupos protectores adecuados para restos amino incluyen acetilo, tercbutoxicarbonilo, benciloxicarbonilo
y similares.

La expresion “mono- o dialquilamino” significa -NH(alquilo) o -N(alquil)(alquilo), respectivamente, tal como -NHCHs, -
N(CHs)2, y similares. Por ejemplo, los grupos amino representativos incluyen -NHCHs, -N(CH3)2, -NH(alquiloC1-C1o), -
N(alquiloC1-C1o)2 y similares.

Con respecto a todas las definiciones proporcionadas en la presente memoria, se sefiala que las definiciones deben
interpretarse como abiertas en el sentido de que pueden incluirse otros sustituyentes ademas de los especificados.
Por lo tanto, un alquilo C1 indica que hay un dtomo de carbono pero no indica cuéles son los sustituyentes en el dtomo
de carbono. Por lo tanto, un alquilo C1 comprende metilo (es decir, -CH3) asi como -CRaRbRc, donde Ra, Rp ¥ Re
pueden ser cada uno independientemente hidrégeno o cualquier otro sustituyente en el que el &tomo alfa con respecto
al carbono sea un heteroatomo o ciano. Por |o tanto, CFs, CH20H y CH2CN son todos alquilos Ca.

A menos que se indique lo contrario, las estructuras representadas en la presente memoria pretenden incluir
compuestos que difieren solo en presencia de uno o mas atomos enriquecidos isotépicamente. Por ejemplo, los
compuestos que tienen la presente estructura, excepto la sustitucién de un dtomo de hidrégeno por un deuterio o tritio,
o la sustitucién de un atomo de carbono por un carbono enriquecido en 8C o 4C, estan dentro del alcance de la
invencion.

Una “sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en la presente memoria, pretende abarcar cualquier
compuesto descrito en la presente memoria que se utilice en forma de una sal del mismo, especialmente cuando la
sal confiere al compuesto propiedades farmacocinéticas mejoradas en comparacion con la forma libre del compuesto
o una forma de sal diferente del compuesto. La forma de sal farmacéuticamente aceptable también puede conferir
inicialmente propiedades farmacocinéticas deseables al compuesto que no poseia previamente, e incluso puede
afectar positivamente a la farmacodindmica del compuesto con respecto a su actividad terapéutica en el cuerpo. Un
ejemplo de una propiedad farmacocinética que puede verse afectada favorablemente es la manera en que el
compuesto se transporta a través de las membranas celulares, lo que a su vez puede afectar directa y positivamente
a la absorcién, distribucién, biotransformacién y excreciéon del compuesto. Si bien la via de administracién de la
composicion farmacéutica es importante, y varios factores anatémicos, fisiolégicos y patolégicos pueden afectar de
manera critica a la biodisponibilidad, la solubilidad del compuesto depende normalmente del caracter de la forma de
sal particular del mismo que se ha utilizado. Un experto en la materia apreciara que una solucidén acuosa del compuesto
proporcionara la absorcién més rapida del compuesto en el cuerpo de un individuo que esté siendo tratado, mientras
que las soluciones y suspensiones lipidicas, asi como las formas de dosificacion sélidas, daran como resultado una
absorcién menos rapida del compuesto.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las derivadas de &cidos inorgénicos tales como sulfarico, sulfamico,
fosférico, nitrico, y similares; y las sales preparadas a partir de acidos orgéanicos tales como acético, propiénico,
succinico, glicélico, estearico, lactico, malico, tartéarico, citrico, ascérbico, palmitico, maleico, hidroximaleico,
fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico,
metanosulfénico, etano disulfénico, oxélico, isotidnico y similares. Véase, por ejemplo, Berge et al., "Pharmaceutical
Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19 (1977). Las sales ejemplares también incluyen sales de bromhidrato, clorhidrato, sulfato,
bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, succinato, valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato,
tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato y
laurilsulfonato, y similares. Los acidos adecuados que son capaces de formar sales con los compuestos de la
divulgacidn incluyen acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, 4cido bromhidrico, acido perclérico, acido nitrico,
acido tiocianico, acido sulfurico, acido fosférico, y similares; y acidos organicos tales como acido 1,2-etanodisulfénico,
acido 2-hidroxietanosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido 3-fenilpropiénico, acido 4-metilbiciclo[2.2.2]oct-2-eno-
1-carboxilico, 4,4-metilenbis(acido 3-hidroxi-2-eno-1-carboxilico), acido acético, acido antranilico, &cido
bencenosulfénico, acido benzoico, acido canforsulfénico, acido cinamico, acido citrico, acido ciclopentanopropiénico,
acido etanosulfénico, acido férmico, acido fumarico, acido glucohepténico, écido glucdnico, acido glutamico, acido
glicélico, acido heptanoico, acido hidroxinaftoico, acido lactico, acido laurilsulfirico, acido maleico, acido mélico, &cido
malénico, é&cido mandélico, acido metanosulfénico, acido mucdnico, acido naftalenosulfénico, acido o- (4-
hidroxibenzoil)benzoico, acido oxalico, acido p-clorobencenosulfénico, acido propiénico, acido p-toluenosulfénico,
acido pirlivico, acido salicilico, acido esteérico, acido succinico, acido sulfanilico, acido tartarico, acido butilacético
terciario, acido trifluoroacético, acido trimetilacético, y similares. Las bases adecuadas capaces de formar sales con
los compuestos de la divulgacion incluyen bases inorganicas tales como hidréxido de sodio, hidroxido de amonio,
carbonato de sodio, hidréxido de calcio, hidréxido de potasio, y similares; y bases organicas tales como mono-, di- y
tri-alquilaminas y arilaminas (por ejemplo, trietilamina, diisopropilamina, metilamina, dimetilamina, N-metilglucamina,
piridina, picolina, diciclohexilamina, N, N'-dibenciletilendiamina, y similares) y etanolaminas opcionalmente sustituidas
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(por ejemplo, etanolamina, dietanolamina, trietanolamina y similares).

Las expresiones “administracién parenteral” y “administrado por via parenteral’, tal como se usan en la presente
memoria, significan modos de administracién distintos de la administracién enteral y tépica, normalmente mediante
inyeccion, e incluyen, sin limitacién, inyeccién, infusion u otras técnicas de inyeccién o infusién intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
intracerebro espinal e intraesternal, sin limitacién. Las expresiones “administraciéon sistémica”, “administrado
sistémicamente”, “administracion periférica” y “administrado periféricamente”, tal como se usan en la presente
memoria, significan la administracién de una composicion farmacéutica que comprende al menos un inhibidor tal como
se describe en la presente memoria (por ejemplo, los inhibidores especificos de CHK2 y CAM, o inhibidores de p70S6K
o p90S6K) de manera que entra en el sistema del animal y, por lo tanto, estd sometida al metabolismo y a otros
procesos similares, por ejemplo la administracién subcutanea.

Las expresiones “estadisticamente significativo” o “significativamente” se refieren a la significacién estadistica y
generalmente significa una desviacién estandar de dos desviaciones (2SD) por debajo de lo normal, o una actividad
inferior, por ejemplo, la inhibicién de la actividad de p70S6K, p90S6EK, Chk2 o calmodulina. Las expresiones se refieren
a la evidencia estadistica de que hay una diferencia. Se define como la probabilidad de tomar la decisién de rechazar
la hipétesis nula cuando la hipétesis nula es realmente cierta. La decisién se toma con frecuencia utilizando el valor p.

El término “opcional” u “opcionalmente” significa que el evento, circunstancia o sustituyente descritos posteriormente
pueden tener lugar o no, y que la descripcién incluye casos en los que el evento o circunstancia tienen lugar y casos
en los que no tiene lugar.

Los articulos “un” y “una” se usan en la presente memoria para referirse a uno o més de uno (es decir, al menos uno)
del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un elemento. Por
lo tanto, en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno/a" y "el/la"
incluyen referencias en plural, a menos que el contexto lo imponga claramente de otro modo. Asi, por ejemplo, la
referencia a una composicién farmacéutica que comprende “un agente” incluye la referencia a dos o0 mas agentes.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “que comprende” significa que también pueden estar presentes
otros elementos ademas de los elementos definidos presentados. El uso de “que comprende” indica inclusion mas que
limitacién. La expresién “que consiste en” se refiere a las composiciones, métodos y componentes respectivos de los
mismos tal como se describen en la presente memoria, que excluyen cualquier elemento no mencionado en esa
descripcién de la realizacion. Tal como se usa en la presente memoria, la expresién “que consiste esencialmente en”
se refiere a los elementos requeridos para una realizacién determinada. La expresién permite la presencia de
elementos que no afectan materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas o funcionales de esa realizacién
de la invencién.

Tal como se utilizan en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno/a" y
"el/la" incluyen referencias en plural, a menos que el contexto lo imponga claramente de otro modo. Asi, por ejemplo,
las referencias al “método” incluyen uno o méas métodos y/o etapas del tipo descrito en la presente memoria y/o que
resultaran evidentes para los expertos en la materia al leer esta descripcion, etc.

Salvo en los ejemplos de operacion, o cuando se indique lo contrario, todos los niUmeros que expresan cantidades de
ingredientes o condiciones de reaccién usadas en la presente memoria deben entenderse modificados en todos los
casos por el término “aproximadamente”. El término “aproximadamente”, cuando se usa en relacién con porcentajes,
puede significar £1 %. La presente invencién se explica ademas en detalle mediante lo siguiente, incluyendo los
Ejemplos, pero el alcance de la invencién no debe limitarse a los mismos.

Tal como se usa en la presente memoria, “rps6” se refiere a la proteina ribosémica S6 (rpS6), un componente de la
subunidad ribosémica 40S que se cree que participa en la regulacidén de traduccion. Si bien la verdadera funcién de la
rpS6 se esta investigando actualmente, los estudios han demostrado que participa en la regulacién del tamafio celular,
la proliferacién celular y la homeostasis de la glucosa. Los estudios muestran que las quinasas S6 de la proteina
ribosémica p70 (S6K1y S6K2) y las quinasas S6 de la proteina ribosémica p90 (RSK) fosforilan la rpS6 y que la S6K1
y la S6K2 predominan en esta funcién. Acceso a Genebank, NM_001010 (Véase, por ejemplo, Magnuson B1, et al.
(2012). "Regulation and function of ribosomal protein S6 kinase (S6K) within mTOR signaling networks". Biochemical
Journal 441 (1): 1-21).

PI90S6K y P70S6K (no forman parte de la invencién reivindicada)

La quinasa s6 ribosémica (rsk) es una familia de proteinas quinasas. Hay dos subfamilias de rsk, 1) la p90rsk
denominada p90S6K en la presente memoria, también conocida como proteina quinasa-1 activada por MAPK
(MAPKAP-K1), y 2) la p70rsk denominada p70S6K en la presente memoria, también conocida como quinasa S6-H1 o
simplemente quinasa S6. La Rsk recibe su nombre de la proteina ribosémica s6, que forma parte de la maquinaria de
traduccién, pero se han identificado varios otros sustratos, incluyendo otras proteinas ribosémicas.
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Los sustratos citosdélicos de la p90S6K incluyen la proteina fosfatasa 1; la glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3); la L1
CAM, una molécula de adhesion a las células neurales; Son of Sevenless, el factor de intercambio Ras; y Myt1, un
inhibidor del cdc2, entre otros (Morten Frédin y Steen Gammeltoft). 1999. Role and regulation of 90 kDa ribosomal S6
kinase (RSK) in signal transduction. Molecular and Cellular Endocrinology 151(1-2): 65-77). En ciertas realizaciones,
la actividad de la p90S6K se evalla usando estos sustratos y se monitoriza la fosforilacién, por ejemplo en ensayos in
vitro. Las RSKS son serina/treonina quinasas y se activan por la via MAPK/ERK.

La fosforilacién por RSK (p90S6K) de SOS1 (Son of Sevenless) en las serinas 1134 y 1161 crea un sitio de
acoplamiento 14-3-3. Esta interaccién de fosfo SOS1 y 14-3-3 regula negativamente la via Ras-MAPK. La p90rsk
también regula factores de transcripcidon incluyendo la proteina de unién a elementos de respuesta a cAMP (CREB);,
el receptor-a de estrogenos (ERa); IkiBa/NF-kB; y c-Fos (Morten Frédin y Steen Gammeltoft Supra). Existen varias
isoformas, variantes, de la quinasa S6 ribosémica (RSK) de 90 kDa, es decir, RSK1, RSK2, RSK3 y RSK 4 (las
mutaciones de estas isoformas son bien conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, Lara et al. 'A review of the p90-
RSK family members: Common functions and isoform specificity’, Cancer Research 73(17) September 1, 2013, OF1-
8). Las secuencias de la proteina humana p90S6K incluyen, por ejemplo, las que se encuentran en los nimeros de
Acceso de Genebank Q15418.2 (GI: 20178306); NP_066958.2 (Gl: 19923570); NP_001305865.1 (Gl: 9745767809);
NP_001305867.1 (Gl: 974576791), NP_002944.2 (Gl: 20149547); XP_005246023.1 (Gl: 530361302). En ciertas
realizaciones, el inhibidor de p90S6K inhibe directamente la p90S6K al unirse directamente a la p90S6K e inhibir su
actividad de quinasa.

p70S6 quinasa (p70S6K) (no forma parte de la invencién reivindicada)

La proteina ribosémica S6 quinasa beta-1 (S6K1), también conocida como p70S6 quinasa (p70S6K), en humanos
esta codificada por el gen RPS6KB1. Es una serina/treonina quinasa que actla aguas abajo de la PIP3 y de la quinasa-
1 dependiente de los fosfoinositidos en la ruta de la quinasa PI3 (Chung J, Crrammer TC, Lemon KP, Kazlauskas A,
Blenis J. (1994). "PDGF- and insulin-dependent pp70S6k activation mediated by phosphatidylinositol-3-OH kinase".
Nature 370 (6484). 71-75; Chung J, Kuo CJ, Crabtree GR, Blenis J. (1992). "Rapamycin-FKBP specifically blocks
growth-dependent activation of and signaling by the 70 kd S6 protein kinases." Cell 69 (7). 1227-1236). Se sabe que
el mTOR fosforila p70S6K en la treonina 389 que tiene y se correlaciona con la inhibicion de la autofagia en diversas
situaciones. En ciertas realizaciones, los inhibidores de mTOR son los inhibidores de p70S6K. En realizaciones
alternativas, el inhibidor de p70S6K inhibe directamente la p70S6K al unirse directamente a la p70S6K e inhibir su
actividad de quinasa.

Los sustratos de p70S6K incluyen la proteina ribosémica S6 y otras. La fosforilacién de S6 induce la sintesis de
proteinas en el ribosoma. En ciertas realizaciones, la actividad de p70S6K se evalla usando estos sustratos y se
monitoriza la fosforilacién, por ejemplo en ensayos in vitro. Las secuencias de proteinas humanas p70S6K incluyen,
por ejemplo, las que se encuentran en los nimeros de Acceso de Genebank NP_001258971.1; NP_001258972.1;
NP_001258973.1; NP_001258989.1; NP_003152.1. Las secuencias de ARNm de referencia incluyen, por ejemplo,
NM_001272042; NM_001272043; NM_001272044; NM_001272060; NM_003161.

Inhibidores de p90S6K y p70S6K (no forman parte de la invencién reivindicada)

En la presente memoria se describen composiciones para su uso en métodos para tratar a un individuo con un
trastorno ribosémico o ribosomopatia, que comprenden una cantidad eficaz de un inhibidor de la s6 quinasa
ribosémica, RSK (p90S6K), para disminuir la actividad de la p90S6K y disminuir la p53 activa en al menos una de las
células CD34+, células eritroides o células diferenciadas eritroides en el individuo.

Se puede usar cualquier inhibidor de p90S6K. Algunos inhibidores conocidos de p90S6K incluyen, por ejemplo, los
descritos en Shiliang Li et al. " Identification of Inhibitors against p90 Ribosomal S6 Kinase 2 (RSK2) through Structure-
Based Virtual Screening with the Inhibitor-Constrained Refined Homology Model" J. Chem. Inf. Model., 2011, 51 (11),
pp 2939-2947. En las siguientes patentes y publicaciones se describen ejemplos no limitativos de inhibidores:
US7605241, PCT./US2006/000709. Muchos estan disponibles comercialmente, por ejemplo, Kempferol, nombre
quimico: 3,5,7-trihidroxi-2- (4-hidroxifenil) -4H-1-benzopiran-4-ona; y BRD739, nombre quimico: 1-[(2-feniletil)amino]-
3H-nafto[1,2,3-de]quinolin-2,7-diona; PF 4708671, nombre quimico; 2-[[4-(5-etilpirimidin-4-il)piperazin-1-ilJmetil]-5-
(trifluorometil)-1H-benzo[d]imidazol) y SL 0101-1 nombre quimico: 3-(3,4-di-O-acetil-6-desoxi-a-L-manopiranosil)oxi]-
5,7-dihidro-2-(4-hidroxifenil)-4H-1benzopiran-4-ona, disponibles en Tocris Bioscience (Avonmouth, Bristol, BS11 9QD,
Reino Unido); y un inhibidor de FMK RSK (especifico para la p90 de RSK) tal como se describe en: TL Nguyen et al.
"Targeting RSK: an overview of small molecule inhibitors" Anticancer Agents Med. Chem. 2008, 8(7), 710-7186, y estan
disponibles, por ejemplo, en Axon Medchem BV, Groningen, Paises Bajos.

El inhibidor de p90S6K es BI-D1870 (BI). El Bl tiene la férmula molecular (MF) C1sH19FN4O2 y es un inhibidor potente
y especifico de cada una de las isoformas de la quinasa S6 ribosémica (RSK) p90 in vitro e in vivo. Por lo tanto, inhibe
RSK1, RSK2, RSK3 y RSK4 in vitro (valores de IC50 31 nM, 24 nM, 18 nM y 15 nM, respectivamente) (disponible en
Axon Medchem BV, Groningen, Paises Bajos). El BI-D1870 (Bl) tiene la siguiente estructura:
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SL es un inhibidor selectivo de la quinasa S6 ribosdémica (RSK) y tiene selectividad para la RSK 2 (IC50 = 89 nM para
la RSK2). SL no inhibe las quinasas aguas arriba, como MEK, Rafy PKC.

También se proporciona una composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno
ribosémico o ribosomopatia, que comprende una cantidad eficaz de un inhibidor de la RSK (p70S6K). Se puede usar
cualquier inhibidor de p70S6K. Algunos inhibidores conocidos de p70S6K incluyen, por ejemplo, los descritos en Upul
Bandaragea et al. "4-(Benzimidazol-2-yl)-1,2,5-oxadiazol-3-ylamine derivatives: Potent and selective p70S6 kinase
inhibitors" Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 19(17), 1 September 2009, Pages 5191-5194; and rapamycin and
its derivatives, and others e.g. described in Sandrine Faivre et al. "Current development of mTOR inhibitors as
anticancer agents" Nature Reviews Drug Discovery 5, 671-688 (Agosto de 2006). Muchos estdn disponibles
comercialmente, por ejemplo, el inhibidor PF 4708671 MF C1oH21FsNe RSK (p70 especifico para RSK) (disponible en
Axon Medchem BV, Groningen, Paises Bajos); y DG2, MF C1sH17BrNeO, un inhibidor de RSK (p70 especifico para la
quinasa S6 ribosémica 1).

El inhibidor de p70S6K es PF-4708671 (PF), en donde PF-4708671 (PF) tiene la siguiente estructura:

La capacidad de un compuesto para inhibir las proteinas diana identificadas en la presente memoria, por ejemplo,
p70S6K, p90SKS, puede evaluarse midiendo una disminucién en la actividad de quinasa de los inhibidores en
comparacién con la actividad de las proteinas en ausencia del inhibidor respectivo.

Otros inhibidores

También se describe una composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno
ribosémico o ribosomopatia, que comprende una cantidad eficaz de un inhibidor de Chk2 para el individuo para
disminuir la p53 activa en al menos una de las células CD34+, células eritroides o células diferenciadas eritroides en
el individuo, en donde el inhibidor de Chk2 comprende un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en
CCT y lll, en donde CCT vy lll tienen las siguientes estructuras:

21



10

15

20

25

ES 2992231 T3

Las quinasas de punto de control (Chk) (por ejemplo, Chk1 y Chk2) son serina/treonina quinasas que participan en el
control del ciclo celular. Son componentes esenciales para retrasar la progresién del ciclo celular en las células
normales y dafiadas y pueden actuar en los tres puntos de control del ciclo celular.

Tal como se usa en la presente memoria, “CCT” se refiere al diclorhidrato de CCT 241533, disponible en Tocris
biosciences Supra. El CCT es un potente inhibidor de la Chk2 (IC50 = 3 nM). Muestra una selectividad >63 veces
mayor para Chk1 que para Chk2 y un panel de otras 84 quinasas. El CCT inhibe la activacién de Chk2 en respuesta
al dafio del ADN inducido por el etopdsido en células HT29 y bloquea la apoptosis de los timocitos de ratén inducida
por radiacién ionizante.

Compuestos de fenotiazina

Una composicidn para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un ftrastorno ribosémico o
ribosomopatia, que comprende una cantidad eficaz de un inhibidor de la calmodulina para el individuo para disminuir
la p53 activa en al menos una de las células CD34+, células eritroides o células diferenciadas eritroides en el individuo,
en donde el inhibidor de la calmodulina es un compuesto de fenotiazina, en donde el compuesto de fenotiazina se
selecciona entre el grupo que consiste en ACV-1-235 (ACV); JUM-II-221E (221E); y DB1026 (PerSuCC), que tienen
las siguientes estructuras:

FIVRET

221E
8 F
;’AHAVNM X
/(NJ 9]
sy,
! /'\q@
PerSucc

Una composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno ribosémico o
ribosomopatia, que comprende una cantidad eficaz de un inhibidor de la calmodulina para disminuir la p53 activa en
al menos una de las células CD34+, células eritroides o células diferenciadas eritroides en el individuo, en donde el
inhibidor de la calmodulina es un compuesto de fenotiazina, y en donde el compuesto de fenotiazina se selecciona
entre el grupo que consiste en DB-4-083 (083); DB-4-084 (084); DB-4-088-2 (088-2); DB-4-088-3 (088-3); DB-4-086
(086), DB-4-087-2 (087-2); DB-4-087-3 (087-3); DB-4-089 (089), que tienen las siguiente estructuras:

DB-4-083:
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DB-4-088-3:

34883

DB-4-087-3:

LHH

En ciertas realizaciones, el compuesto de fenotiazina para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo
la DBA, es un compuesto de la Férmula (1):

R\./\"t

3\?‘}5

AN
SN
R{‘N\;
~

PN R
FORMULA ()
en donde:
XesOo0S;

R es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, ciclilo, heterociclilos, acilo, arilo, heteroarilo, alquilheteroarilo o alquilarilo;

cada R es independientemente H, halo, alquilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo, CN, OH, NHa,
alquilamino, dialquilamino, CO2H, acilo, SH, tioalcoxi, SO2H o0 SOsH; e

isémeros y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En ciertas realizaciones, X es S en los compuestos de la Férmula (1). En algunas otras realizaciones, X es O en los
compuestos de la Férmula ().

El grupo R en los compuestos de la Formula (1) se puede seleccionar entre el grupo que consiste en H, alquilo, ciclilo,
heterociclilos, acilo, arilo, heteroarilo, alquilheteroarilo y alquilarilo. Opcionalmente, el alquilo, el ciclilo, los
heterociclilos, el acilo, el arilo, el heteroarilo, el alquilheteroarilo y el alquilarilo del grupo R' pueden sustituirse con 1,
2, 3 0 4 sustituyentes.

En algunas realizaciones, R' es un alquilo C1-Cs. Los ejemplos de alquilos para el grupo R incluyen, pero no se limitan
a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, sec-butilo, isobutilo, pentilo y hexilo. En algunas realizaciones, R’
es isopropilo.

En algunas otras realizaciones, R' es un alquilarilo opcionalmente sustituido, por ejemplo un alquilarilo C1-Ce, que
puede sustituirse opcionalmente. Los ejemplos de arilo para el alquilarilo del grupo R incluyen alquilfenilo C4-Ce. En
algunas realizaciones, R es bencilo.
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En otras realizaciones méas, R es un heterociclilo, opcionalmente sustituido con uno, dos, tres o cuatro sustituyentes.
Los heterociclilos ejemplares para el grupo R incluyen, pero no se limitan a, piperidinilo opcionalmente sustituido. En
algunas realizaciones, R' es 4-piperidinilo, opcionalmente sustituido en el atomo N. Por ejemplo, R' es N-
metilpiperidin-4-ilo.

En compuestos de la Férmula (1), los grupos R pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente
entre el grupo que consiste en H, halo, alquilo, haloalquilo, CN, OH, NHz2, alquilamino, dialquilamino, CO2H, acilo, SH,
tioalcoxi, SO2H y SOsH. En algunas realizaciones, cada R es independientemente H, halo, alquilo C1-Cs, haloalquilo
C1-Cs, OH, alcoxi C1-Cs, NH2, NO2, alquilamino C+-Ce, di(alquilo C1-Cs)amino, CN o CO2H.

En algunas otras realizaciones, cada R es independientemente H, CI, F, Br, metilo, trifluorometilo, OH, NH2, NO2, CN
0 CO2H.

En algunas realizaciones de los compuestos de la Férmula (1), R' es alquilo, heterociclilo o alquilarilo, cada uno de los
cuales puede sustituirse opcionalmente; y cada R es H, halo, alquilo o haloalquilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de fenotiazina para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por
ejemplo la DBA, es un compuesto de la Férmula II:
¢

R
8
SHQe
s";) L .
NN
ST
R™ PN NN
@ES/L,/»

FORMULA (I1)
en donde:

cada R?' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, halo, alquilo, haloalquilo, CN,
OH, NHz, alquilamino, dialquilamino, CO2H, acilo, SH, ticalcoxi, SO2H y SOsH,;

isémeros y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En compuestos de la Férmula (I1), todos los R?' pueden ser iguales, todos diferentes o dos iguales y uno diferente. En
algunas realizaciones, cada R?' es independientemente H, halo, alquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Cs, OH, alcoxi C1-Ce,
NH2, NO2, alquilamino C1-Cs, di(alquilo C1-Cs)amino, CN o COzH. Por ejemplo, cada R?' puede ser
independientemente H, CI, F, Br, metilo, trifluorometilo, OH, NH2, NO2, CN o CO2H.

En una realizacion, el compuesto de fenotiazina para tratar trastornos ribosémicos y ribosomopatias, por ejemplo la
DBA, es el compuesto de estructura:

Fec\'/\
e

Los compuestos de las Férmulas | y |l se pueden sintetizar utilizando reacciones de acoplamiento bien conocidas en
la técnica mediante la alquilacién de una amina con la fenotiazina apropiada, tal como se muestra en los Esquemas
1-3.
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Los compuestos de la Férmula Il se pueden sintetizar mediante una aminoalquilacién adicional del producto del
Esquema 1 de la siguiente manera:

, ",
& g SR\
@[NIjR “ R @:Ij R

ESQUEMA 4

Una composicidn para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un ftrastorno ribosémico o
ribosomopatia, que comprende una cantidad eficaz del bloqueador de los canales de calcio BAPTA-AM para disminuir
la p53 activa en al menos una de las células CD34+, en donde el BAPTA-AM tiene la siguiente estructura:

Inhibidores de ARNi de p90S6K y p70S6K y rbs6
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Tal como se describe en la presente memoria, la inhibicién de las proteinas rsk p90S6K y p70S6K vy los inhibidores de
rps6 pueden usarse en una composicidén para su uso en los métodos para el tratamiento de los trastornos de proteinas
ribosémicas y la ribosomopatia. El inhibidor no es un compuesto de molécula pequefia, sino mas bien un inhibidor de
proteinas, y el inhibidor es cualquier acido nucleico que inhiba la funcién de p90S6K y p70S6K o la expresion de
p90S6K y p70S6K a partir de su gen. Un inhibidor de p90S6K y p70S6K es un agente silenciador de genes.

El p90S6K humano también se conoce con los alias; HU-1, MAPKAPK1A, RSK, RSK1, p90Rsk, la proteina ribosémica
S6 quinasa de 90 kDa, la proteina quinasa activada por la 1MAP quinasa, la proteina quinasa activada por 1aMAPK
1aMAPKAP quinasa, esta codificada por la secuencia de &cidos nucleicos, cromosoma 1, NC_000001.11
(26529758..26575029). Una variante de la proteina ribosémica S6 quinasa A2 (RPS6KA2) de homo sapiens, es decir,
la variante transcrita 1, es el ARNm Genebank NM_021135.5, que es la SEQ ID N.°: 1 en la presente memoria, y tiene
un aminogcido de la SEQ ID N.°: 2. La inhibicién del gen p90S6EK puede realizarse mediante el silenciamiento génico
de las moléculas de ARNi segln los métodos cominmente conocidos por un experto en la materia. Por ejemplo, un
gen que silencia los duplex de oligonucledétidos de ARNSsi dirigidos especificamente a la p90S6K humana puede usarse
facilmente para desactivar la expresién de p90S6K. EI ARNm de p90S6K puede seleccionarse con éxito utilizando
ARNSsi; y los expertos en la materia pueden preparar facilmente otras moléculas de ARNsi basandose en la secuencia
conocida del ARNm diana. En consecuencia, para evitar cualquier duda, un experto en la materia puede disefiar
inhibidores de acidos nucleicos, tales como agentes de ARNiI (silenciadores de ARN) para la secuencia de acido
nucleico SEQ ID N.°: 1, que es la siguiente:

ORIGEN
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121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
le21l
le81
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2lel
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

aggcgtggceg
gcgattgtgg
cceccacgece
ggacctgagce
cgggetggge
tctgtgtacce
gaaggcgteg
gatccttece
ctggtgagga
aaagccaccc
gaagtgaatc
tacctgatce
atgttcacgg
ctccacagcce
gaggggeaca
agagcgtact
ggacacacgc
gggtccetge
aagctgggga
aaacggaacc
catceccttet
ttcaaaccag
cggacgecca
ggattcagct
gtcccagtte
tacgagatca
aaagccacag
gaagagattg
gtctatgatg
ctggaccgca
accatcacca
ccgagtaaca
ttcggctttg
gccaattteg
tggagtttgg
ccagacgata
gggggaaact
gtggacccte
agagagtacc
atggccgceca
ctgtcatcca
cgggtgggac
cctcggagec
ctcgeegtgt
caagcctcac
gcccectteac
ctcatacatg
ttggtcagac
cgcagccatt
cccacgggcet
ccaaaataat

ES 2992231 T3

cgtggccgge
ccccecggecgce
cgcgeccatg
cececgegectg
gcggggegat
tgcgcaggaa
tgaaggagat
agtttgagcet
aggtgaaggyg
taaaagttcg
accccttcat
tggacttcet
aggaggatgt
tggggatcat
ttaagatcac
ccttetgegg
agagtgccga
cgttccaggg
tgcecgecagtt
cctgcaaccg
ttgtgaccat
cagtgggcag
cagactctcce
ttgtggccte
acccaatcgt
aggaggacat
acaccgadgta
agatcctecet
atggcaagtt
tccteceggea
agaccatgga
tcctgtacag
ccaagcagct
tggcccececgga
ggatcctgtt
cccctgagga
gggactcgat
atcagcgcct
tgtcccecaaa
cctactttge
acctggctca
cctggeccca
cgtctggecac
ccgtgtttte
tgcgcecagec
ctegegtgee
gcttctgttt
tcececgacace
ggtggttgca
ggatgacggyg
ccaaagagcc

gctggtactc
ggtggecgge
gcegeegtge
ggatgccggg
ggacctgagce
gtcgegceteco
agacatcagce
gctgaaggtt
gtccgacgcet
ggaccgagtg
tgtgaagctt
gcggggaggg
caagttctac
ctacagagat
agatttcgge
gacgatcgag
ctggtggtcc
gaaggacagg
cctcagtggg
gctgggtgcet
agactggaac
gcctgaggac
tggcgtcecc
aagcctgatc
gcagcagtta
cggggtggge
tgccgtgaag
gcggtacgge
tgtgtacectg
gagatacttc
ctacctccat
ggatgagtcg
gcgegegggg
ggtcctgaag
gtacaccatg
gattctggcg
atctgacgca
gacggcgatg
ccagctecage
tctaaacaga
gcgcagaggce
gcgtcecectyg
ccagagtgac
tttttcagcc
tcceccgeeccg
cgtgecgagge
ctgccgagag
cacgtcccag
gggcceccecaga
gttggcactg
gtttcctect
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gcaggggagyg
gcggectgee
cgggcteect
gatgecgegte
atgaagaagt
aagagctcca
catcatgtga
ttaggacaag
gggcagctct
agatcgaaga
cattatgecct
gacctctteca
ctggctgagce
ctgaagcctg
ctgagtaagg
tacatggcge
ttcggecgtge
aaggagacca
gaggcacaga
ggcattgacg
acgctgtacce
accttccact
ccgagtgcaa
caggagccct
cacgggaaca
tcctactcecag
atcattgata
cagcacccga
gtaatggage
tcggagegeg
tcecaggggg
gggagcccag
aacgggctge
cgtcaagget
ctggcaggat
cggatcggca
gctaaagacg
caagtgctca
cgacaggacg
acacctcagg
atgaagagac
ccagcatcct
cacaagtcca
ccggagaggg
ctctetttte
cgggggcette
atctgtttte
gtacccggtg
gggctggggt
tggcgtccag
cgcccttecag

cggagaagga
ctttgtgacc
ggccacgegt
cceceggeccet
tcgeegtgeg
gcctgagecg
aggagggctt
gatcctatgg
acgccatgaa
tggagagaga
ttcagacgga
cccecggetete
tggccttgge
agaacatcct
aggccattga
ccgaggtggt
tcatgtttga
tggctctcat
gtttgctgeg
gagtggagga
ggaaggagat
ttgaccccga
acgctcatca
cacagcaaga
acatccactt
tgtgcaagcecg
agagcaagag
acatcatcac
tgatgegtygy
aagccagtga
ttgttcateg
aatccatccg
tcatgacacc
atgatgcggce
ttaccccttt
gtgggaagta
tcgtgtccaa
aacacccgtg
tgcacctggt
ccccgegget
tcacgtccac
cgtgggctca
gcagggagge
tcctgacctyg
tceccaagega
tttcagagece
caattatgaa
ggaaagtggce
gacctggeat
gaggagatgc
tttttgcctyg

ggcggaggga
gcagctcocgeg
gcccgeecge
gcggetgete
caggttette
gctcgaggaa
tgagaaggca
aaaggtgttc
ggtccttaag
catcttggceca
aggaaagctc
caaagaggte
tttagaccat
cctggatgaa
ccacgacaag
gaaccggcga
gatgctcacg
cctcaaagcce
agctcetette
aattaagcgce
caagccaccqg
gttcacagcg
cctgtttaga
tctgcacaaa
caccgatgge
atgtgtgcat
agaccccteg
cctcaaggat
tggggagete
cgtcetgtge
agacctgaag
agtctgcgac
ctgctacacg
gtgtgacatc
tgcaaatggg
tgccetttet
gatgctccac
gogtggtcaac
gaagggcgceg
ggagcccegtg
gcggctgtag
cagaccccgg
ggcgecccgcee
ggggcttete
aaccaaatge
cgegggtect
gccggtcggt
agtgcgaggg
cceggggete
ctggttctge
aggtgetggg



306l
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
36el
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5lel
5221
5281
5341
5401
546l
5521
5581
5641
5701
576l

tagcccatec
ggcaggcetgg
ggaggagcct
gccgtetgte
ggttctegea
ttgetgtgtt
ctctgtgget
cccacccagc
caggagcgat
cagatctgtt
ggcatttagg
agcaggatcg
aagggtgttg
tcagccectce
ggtgcccecget
ccccectecat
gcgttctgaa
ttgtttcaca
aaggagcaag
tctccataga
tttaggtctt
gtcacacaat
aggcaacgat
tctgtttget
ggaaagcatc
gctcatggtc
gccaaaggga
tgcatcagcyg
ctactttccc
ctaaagaagt
agtgactgct
tgccagetea
tagacctcecc
cccacceccyg
cttcctgacc
cagccececca
aattccatcc
cgatttgtet
ttttaaagtg
aaagctgcac
tttgatttgc
atgcaaattc
aggtggactc
tactgagcac
tatgtttaca
ctgtacagat
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tttcectetgt
atctttgect
gtgtccacct
cccagctece
cctgctcage
cacttegatt
tcccacccaa
agactgaggyg
gcactttgta
ttttcacact
ccatgctgtg
acgcccagte
aagatgctcc
accctgcatce
ggccacagce
ctcgattcte
aaataactcc
agctttaatc
tcggactgaa
agatgctttt
aattatttca
ctgtcctece
tceccececatea
taaagtcagt
cgtgagaaag
tttttcagte
ccgacgagac
gaggagaaca
tcececatatee
tatggtatca
ttcaagcage
gcgcacctee
caaaagttaa
ggtcatgaaa
taccgccagt
tgtgggagaa
caaagtcaaa
gtgattttaa
ataatagtac
ttgggatttt
actccgttceca
gagaatggag
cagcgcagcet
gcttetetge
catcattttt
atttattacg
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i
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cccagattca
tgagagctce
ccagtctcgg
gtggccacac
cctgtgtegg
tttctggtet
accttctcag
gcagaggcac
gatgetgtgyg
gatccgtatt
ctctacttca
cagccggcag
ctggcggeccce
actgaagagc
aggttttcce
gtacccaact
ttagcttggt
catgtggatt
tacctgttte
tcccaaggcet
cttettttta
agaaatgaac
gctgcccgga
gggttctggt
cggccacggt
atcccagttt
tecccatcac
ctggcttgge
agaacaaaat
tatgttaaac
agtcgacatg
acaacgaatg
ctggctctcee
atcacagaac
ggccecttge
atacctgatt
catgggcaag
actaactgtg
ttaatgttat
tacctaacge
tttctgacac
aaggacgctg
tgaggggctyg
ctcgetcectg
atgttcctge
ctttccagac

R

aatgaggagt
gtgtcaccag
ctttccececgg
agctatctgg
cttectgtgt
gtggagaaac
tccagctgga
aggtgggagy
ctttgtgttg
cccecetgggtyg
ttgagtaaaa
agggaacaca
ccaagcagac
ggcgcctetg
taagaagatg
aaaaaaaaaa
ctgattgttt
ttttttttct
catagtgccc
agaacgactt
gaaacttagg
aaaagtcatc
ccctttggec
gcagggagtg
tttccctect
gtacagactt
agcgagcetet
cctgctecge
gatacttgac
taagcttteca
taaatgaagg
aaatgctceg
ttcctcacac
ttataaacac
tggccaccct
ctceccaatct
aggtgaggat
tatgtattga
ccagtattgt
tttactgatt
gttttgctgc
ccggtccctg
aggacggagg
actcagcact
tttgtaattc
tttetgaata

LT SR
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aagagcccag
gatggaaggg
ggggccaagce
aggctttgca
gctcacctaa
tgtgaattgg
ggctagaggg
gcagcggaga
cgttttgtgt
tgcacacagg
tcgagtgaga
cgggtccttce
tagatgggag
cagcaagcag
ttattttgtt
aaataaagaa
tcagacctta
tagagaacca
acagggtatt
ccaccatgat
aagaagtgga
accttttctg
tggettggtg
agaagtgggg
tgtgtgccca
agcttctgaa
gtccttacat
tgagtgtctyg
atccttccac
aaaaccttag
tgttcttaga
tatgatttge
agttcatcat
attgaaccct
atagggtcct
gcagtgggag
ttcactttta
tgtttggaag
tcattaaatg
ctctcaagca
ctcctacctt
ageggtgtgg
ctgcagcatc
ttgttcactg
atgtttgaga
gatttttttg

acgagaggaa
ggtgcctctce
gcactggget
gggagtcgtg
agctgtggtt
agaaatggag
agacacaggc
tcagagtgga
ctctgttgea
gcgggtgtgg
ggtteeggge
attgtcetgt
gaggcgecge
ggcttcagga
gggttttgtt
aaaatgtgct
aaatataaac
caaaacataa
cctcacattt
gaatttgett
taatcctgag
cttgctacac
tgcaggecctg
gaagtgaaag
tggggcacca
ctctaagaat
gtatttgatg
tgaaatacct
aaaagtcagc
tgaaatagca
attcgecattt
acaaatgaca
aacccaaccc
agatctcagg
ccttecctgg
agctttgectg
ccctecaagte
attgtttgaa
gtgttatcct
catggcaaag
tctaagcgte
agagggcgga
tgtgtcgtte
gctcagecagt
tgggtggeca
aataaacatg

s ¢ (SEQ ID N.: 1)

La SEQ ID N.°: 1 codifica la siguiente secuencia de aminoacidos, es decir, la SEQ ID N.°: 2:

(SEQID N.% 2)

MDLSMKKEFAVRREFFSVYLRRKSRSKSSSLSRLEEEGVVKEIDIS
HHVKEGFEKADPSQFELLKVLGQGSY GKVEFLVRKVKGSDAGOLYAMKV LKKATLKVRD
RVRSKMERDILAEVNHPFIVKLHYAFQTEGKLYLILDFLRGGDLFTRLSKEVMFTEED
VKEFYLAELALAIDHIHSLGIIYRDLKPENILLDEEGHIKITDFGLSKEATDHDKRAY S
FCGTIEYMAPEVVNRRGHTQSADWWSFGVIMFEMLTGSLPFQGKDRKETMALI LKAKL
GMPQFLSGEAQSLLRALFKRNPCNRLGAGIDGVEEIKRHPFFVTIDWNTLYRKEIKFPP
FKPAVGRPEDTFHEDPEFTARTPTDSPGVPPSANAHHLFRGESFVASSLIQEPSQQDL

HKVPVHPIVQQLHGNNIHFTDGYEIKEDIGVGSYSVCKRCVHKATDTEYAVKITIDKSK
RDPSEEIETILLRYGOHPNIITLKDVYDDGKEVY LVMELMRGGELLDRILROQRYEFSERE
ASDVLCTITKTMDY LHSQGVVHRDLKPSNILYRDESGSPESIRVCDEFGEFAKQLRAGNG
LIMTPCYTANFVAPEVLKROGYDAACDIWSLGILLY TMLAGFTPFANGPDDTPEEILA
RIGSGKYALSGGNWDSISDAAKDVVSKMLHVDPHQRLTAMQVLKHPWVVNREYLSPNQ
LSRODVHLVKGAMAATYFALNRTPQAPRLEPVLSSNLAQRRGMKRLTSTRL

La p70S6K humana también se conoce con los alias: p70 S6KA,; p70 (S6K)-alfa; p70-alfa;, p70-S6K; PS6K; S6K; S6K-
beta-1; S6K1; STK14A; y RPSEKB1 y esta codificada, por ejemplo, por la proteina ribosémica S6 quinasa B1 de Homo
sapiens (RPS6KB1), variante de transcripcién 1, Acceso ARNm: NM_001272060.1 Gl: Secuencia de acido nucleico
440546415 (SEQ ID N.°: 3), y tiene un aminodcido de (SEQ ID N.° 4). La inhibiciéon del gen de p70S6K puede
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realizarse mediante el silenciamiento génico de moléculas de ARNi de acuerdo con métodos cominmente conocidos
por un experto en la materia. Por ejemplo, un gen que silencia duplex de oligonucleétidos de ARNSsi dirigidos
especificamente a la p70S6K humano puede usarse facilmente para desactivar la expresién de p70S6K. El ARNm de
p70S6K puede seleccionarse con éxito utilizando ARNSsi; y los expertos en la materia pueden preparar facilmente otras
moléculas de ARNsi basdndose en la secuencia conocida del ARNm diana. En consecuencia, para evitar cualquier
duda, un experto en la materia puede disefiar inhibidores de acidos nucleicos, tales como agentes de ARNi
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(silenciadores de ARN) para la secuencia de acido nucleico de NM_001272060, que es la siguiente:

1 gtttggcttc acggaaccct gtacgcatgce tectacgctg aactttagga gccagtctaa

6l
121
181
241
301
361l
421
481
541
601
6ol
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
1441
1501
1561
le2l
lesl

ggcctaggceyg
ctgcggeggyg
ggacttcega
gccagaggac
ggaccatggy
ctcagaaact
tcgggtactt
aaatactggg
taaagataca
catcgtggat
tctcagtgga
tgcctgettt
catctacaga
aacagacttt
tggaacaata
ggattggtgg

tggggagaat
ctacctcaca

tcgtetggga
cattaactgg
atctgaagag
cccagatgac
ggctcecatcet
acctcgaaga
ggatttctgg
cccaatggaa
accacttcca
ctccaaacgqg

cagacgcact
tccgggecca
gacagggaag
gcgggctcety
ggagttggac
agtgtgaaca
ggtaaagggg
aaaatatttg
gctcatacaa
ttaatttatg
ggagaactat
tacttggecag
gacctgaagce
ggactatgca
gaatacatgg
agtttgggag
agaaagaaaa
caagaagcca
gctggtectg
gaagaactte
gatgtaagtc
tcaactctca
gtacttgaaa
tttattggeca
ggaagaggtg
acaagtggca
atacgacagc
ccagagcacc

gagcctaagce
tgaggcgacg
ctgaggacat
aggatgagcet
catatgaact
gagggccaga
gctatggaaa
ccatgaaggt
aagcagaacg
cctttcagac
ttatgcagtt
aaatctccat
cggagaatat
aagaatctat
ccectgaaat
cattaatgta
caattgacaa
gagatctgct
gggacgctgg
tggctcgaaa
agtttgattc
gtgaaagtgc
gtgtgaaaga
gcccacgaac
ctteggecag
tagagcagat
cgaactctgg
tgcgtatgaa
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agccggtgat
aaggaggcgg
ggcaggagtg
ggaggagggg
tggcatggaa
aaaaatcaga
ggtttttcaa
gcttaaaaag
gaatattctg
tggtggaaaa
agaaagagag
ggctttgggyg
catgcttaat
tcatgatgga
cttgatgaga
tgacatgctg
aatcctcaaa
taaaaagctg
agaagttcaa
ggtggagcce
caagtttaca
caatcaggtc
aaagttttcc
acctgtcage
cacagcaaat
ggatgtgaca
gccatacaaa
tctatgacag

ggcggcagcg
gacggctttt
tttgacatag
ggtcagttaa
cattgtgaga
ccagaatgtt
gtacgaaaag
gcaatgatag
gaggaagtaa
ctctacctca
ggaatattta
catttacatc
caccaaggtc
acagtcacac
agtggccaca
actggagcac
tgtaaactca
ctgaaaagaa
gctcatccat
ccctttaaac
cgtcagacac
tttctgggtt
tttgaaccaa
ccagtcaaat
cctcagacac
atgagtgggg
aaacaagctt
agcaatgctt

gctgtggtgg
acccagcccc
acctggacca
atgaaagcat
aatttgaaat
ttgagctact
taacaggagc
taagaaatgce
agcatccctt
tcettgagta
tggaagacac
aaaaggggat
atgtgaaact
acacattttg
atcgtgetgt
cccecattcac
atttgectece
atgctgctte
tctttagaca
ctctgttgcea
ctgtcgacag
ttacatatgt
aaatccgatc
tttctecctgg
ctgtggaata
aagcatcgge
ttccecatgat
ttaatgaatt



1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2lel
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101

516l
5221
5281

taaggcaaaa
atgacagttt
cgtggatttt
tgaactctta
attttcatgt
ctgttgagtt
gcctataata
caaaatggaa
aatctttttt
aaaacatccce
tectgtttett
ggctcgtttg
ctgtctgtaa
ctatgtgcta
atcattgtecc
tatttggtte
aggataaaaa
agggtgttge
agttttactt
ttttaaaaag
tgtaaaaata
ttaatttagg
aaatgattta
ctgccttaaa
ctttataaaa
agttgtatca
atttgtaata
aacctttttg
gaaaagagca
tgacagtaag
caataattga
cactccetcect
ggtaaattag
cttgttcttt
gtacaggcat
atgtttacta
atattcttcc
accccagtta
tttctgcata
acttcacatt
tttcataaat
acagacagaa
agcatagttt
tgttatacca
ttctttaaaa
aaatataatc
ctaaactggg
tgaaccagat
aatccttcaa
gggtggagga
tgattataaa
taatatagga
gatctaagat
aaaatggtta
gacactagca
ttgctgatta
ctcagtggat

tttaaactat
tcagctgect
tagttgactg
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aaggtggaga
cagagagtca
aaaaaatcaa
ggcacatcaa
tgatgactceg
ctgattgtgt
cttgcaacta
gcaaagacaa
ttatataaat
aaactttaaa
ctettggtga
agggattggg
tatgagaaaa
agcttaactg
cgggcctgeca
aagacaccaa
atacatactg
tgtggcccac
ctttctactg
aaaaaaaggt
tttgatggce
aaacatgtta
caggttaaaa
gagagcattt
atatatttca
ccttttttgt
ttttgcaacce
agccatagga
aggctttget
caaaaacaga
aagaatcgat
tceecectect
aagctacaat
gacaatttgt
tatttcagac
actgtagtgt
taggtcctat
aaccattttc
aaaagcatta
tattaagtga
ggatatccct
agcacacacc
aaaatatgat
ggtaagtgta
tcagctatta
actgaagttt
atttataaac
ttttaggaaa
gaaggatttt
tgcatgtatg
caagatgcat
cctattttga
tattcccatg
atttctcaaa
agctggacaa
atacagtact
tatccggaat

tgtttctect
tattaggagt
tattatttga

gggagatgtg
atgtcattac
tcaatggtgc
ttaattgatt
aaactgacag
tgaagaaggg
aggacaaatt
aagaaactta
atatattttt
atgcgaaatt
aataataaaa
gtggacctgg
aaaaaatgaa
gaagcettgg
ttgcactgga
atgtcttecag
tggtcggcaa
tctectgtcecta
tttetgetgt
ctattttttt
ttttgatgaa
acaggacact
gaataaaaat
ccatgacttt
gtgcatactg
ttgtctttta
ctaggatttt
tccaagccat
ttttgaaatt
accatgaaaa
aaaagttcat
cccttattge
aataattaag
gatgtctgaa
tgtaaatggc
tgactgecetyg
ttgctagtaa
ataattagta
attgcacagc
aatttatttc
actatgactg
tatgcaatat
gtcgatatta
taaaagagat
caggatattt
actaatttga
cagctgtgat
attatgttct
tccatactat
atactccata
cttagatagt
atattcagtt
agaaatgttg
aacatcaatg
actatcacaa
ttttettgtyg
aacatctgaa

atcccaagtt

gctatgaggg
tttcggattyg

s (SEQ ID N.° 3)
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tgagcatcct
atagaacact
aaaaaaaaac
cctegcgaca
tattaagggt
ttateccttte
agcatgcaag
ccaattgatg
caaatagatt
attggttggt
tgcaaatgaa
ggtttatttt
tctatttaat
aatgggcata
aaaaaaaatc
cccatggetg
ggtgagggag
atctctttac
ctaccttcct
ttctectata
tgtcttecac
atgtttttga
aaaggtaact
agctggtgaa
gtataataga
taatgtctte
tttaaataga
aaaattcttt
gcaactcaaa
atgattggac
ctttggacag
agcagcctac
ggcagaaatt
aaaacagaac
ttgtgatact
accaaattce
catgagcact
gtgccagcaa
taccatccac
ccatgctgtg
tgaaaacatg
ggcttatcta
ctagtcttga
taagtgcttt
ttttatttta
ttttataagg
taacaatgta
ttttccecct
tttttaagat
aattcaacat
attaatatac
aatcatatgg
aatttatgaa
tccaaacatce
aagtatttgt
tgattcttaa
agatgggtte

cgctttgecat
taacacctgt
aatgaatgta

gcaaggtgaa
tcagacacaqg
ttaaagcaaa
tcttcectecaac
aggatgttge
attaggcaaa
cttggtcaaa
ttttacgtgc
tttgattcag
gtgaagaaag
tcattgttaa
cagtaaccca
catttctact
agttgtatgt
gccacctgtt
aagaacaaca
atagggatat
agcaaattgg
tatatttttt
cttgggctac
agtaaagaaa
aattgtaaca
ttacctttet
agggtttaat
tgatcatgca
agtctgagtg
tgctgettge
atgcatgttg
tgagatggga
atacaccttt
aaagccttta
tgagaacttt
atacttaaaa
ccgaaaagct
cttgatactt
agtgaaactt
gtgattggct
tagtggcaaa
acaaatacat
gaaagtttat
tcaagtgtca
tatttatttg
gtttctaaga
tttttcatca
tacatgctgt
tttgtagcat
aagtattaat
ttatggtctt
agaagataat
tctttactat
tgagccttgg
ttcectagett
gaatagattt
tacctttttt
cacacataac
cattatagca
atctatgttt

ctatcagtaa
tctgetttte
aatagaaatt

acgactcaaa
gaaaaataaa
atagtattge
cttatcaagg
ttetgaatea
gtacaaaatt
ctttttcecag
aaacaacctg
ctcattatga
ccagacaact
ccacagctgt
gctgcaatac
tgcagtactg
cctacatttce
cttacaccag
gaagagagte
ccaggggaag
taagattttc
tcctecaacag
attttttgat
acttagtgge
aaatctacat
taaatattte
atctgcagag
gttgcagttyg
tgcaaagtca
tatgttttea
aattcagtca
tgaaatccta
tcaattgtgg
aaaaaaaaat
gactgttget
agtgcagatc
atggtgatat
gttttcaaat
atacaccaaa
ggctataacc
cactgcaact
agtttttetyg
tgagaacttg
cattagtgte
taaaaatcca
gggttettta
cttgattatt
tttttaatta
tacagaataza
tattgaactt
aactaatttg
ttgtgggcag
aggtaatgaa
attatatatt
acaagggcta
taaggctttyg
cataggagta
ctgtggtctg
caagtattat
gtgtttgcte

ataaaattct
atcttgtatt
aaatgcaaat
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La SEQ ID N.°: 3 codifica la SEQ ID N.°: 4, que es la siguiente:

MAGVFDIDLDQPEDAGSEDELEEGGOLNESMDHGGVGPYELGME
HCEKFEISETSVNRGPEKIRPECFELLRVLGKGGYGKVEFQVRKVTGANTGKI FAMKVL
KKAMIVRNAKDTAHTKAERNILEEVKHPFIVDLIYAFQTGGKLYLILEYLSGGELEFMQ
LEREGIFMEDTACFYLAEISMALGHLHQKGITIYRDLKPENTIMLNHQGHVKLTDFGLCK
ESIHDGTVTHTFCGTIEYMAPEILMRSGHNRAVDWWS LGALMYDMLTGAPPFTGENRK
KTIDKILKCKLNLPPYLTQEARDLLKKLLKRNAASRLGAGPGDAGEVQAHPFFRHINW
EELLARKVEPPFKPLLOSEEDVSQFDSKFTRQTPVDSPDDSTLSESANQVELGETYVA
PSVLESVKEKFSFEPKIRSPRRFIGSPRTPVSPVKFSPGDFWGRGASASTANPQTPVE
YPMETSGIEQMDVTMSGEASAPLPIRQPNSGPYKKOAFPMISKRPEHLRMNL

(SEQ ID N.° 04).

Se inhibe la Rps6. La inhibicién del gen de RPS6 puede realizarse mediante el silenciamiento génico de moléculas de
ARNi de acuerdo con métodos comUnmente conocidos por un experto en la materia. Por ejemplo, un gen que silencia
daplex de oligonucleétidos de ARNSsi dirigido especificamente a la rps6 humana (GenBank N.°2 NM_001010.2) se
puede usar facilmente para desactivar la expresién de rps6. EIl ARNm de rps6 puede seleccionarse con éxito como
diana utilizando ARNSsi; y los expertos en la materia pueden preparar facilmente otras moléculas de ARNsi basédndose
en la secuencia conocida del ARNm diana. En consecuencia, para evitar cualquier duda, un experto en la materia
puede disefiar inhibidores de acidos nucleicos, tales como agentes de ARNi (silenciadores de ARN) para la secuencia
de acido nucleico SEQ ID N.°: 5, que es la siguiente:

I cetettitee ptgpcgecte ggaggegtic agotgetica agatgaaget gaacatetee
4] tteccageea ctgecigeca gaaacicat! gaagtggacy atgaacgeaa acttogtact
121 tictatgaga ageglatgge cacagaagtt getectgacy cletpgptaa agaatggaag
181 gottatptep tocgantcag toptepgase gacaaacaay gtitecccat gaagcagpgt
241 gtettpaccee atggeeptat cogectacta eipagtaapy peeatteaty tacapacca
301 aggapaactp gaganagaaa gagaasatea giteglpgtt peattgipea tecaaatetg
361 agegtictea acliggital tgtagaaans ggagagaagy alaticetge acigaclgatl
421 actacagtge ctepcegect ggoccccaaa agagetagea gaatcencaa acttttcaat
481 cleictasag angalgalgl cogecaglal stiglaagaa ageectlann {aangaaggl
541 sagaaaceta pgaccanage acccangatt cagegleity ttacteeacy tptectgeag
504 cacanacgec gacglatige tetgaapaag cageptacea agaaaaataa agaagagget

721 canatigega agagacgeag actiectet clgegagett clactictaa gtetgaatee
TR aglcagaadt souaitudlt meiharasy lastlangal Lagactels (SEQ ID NLO; 5).
Se pueden seleccionar como diana otras variantes de estas secuencias de acido nucleico ejemplificadas.

Un inhibidor de p90S6K y p70S6K, o rps6, puede ser cualquier agente que inhiba la funcién de p90S6K y p70S6K, tal
como anticuerpos, moléculas de ARNi silenciadoras de genes y similares. Los anticuerpos neutralizantes comerciales
y los fragmentos de anticuerpos contra p90S6K, p70S6K y rps6 estan incluidos para su uso en la presente memoria.

Un experto en la materia puede probar si un determinado compuesto actlia como un inhibidor de p90S6K y p70S6K.
Los sistemas de ensayo para determinar la actividad de p90S6K y p70S6K de ciertos compuestos son bien conocidos
en la técnica. Por ejemplo, dichos sistemas de ensayo se describen en Roux et al. "Phosphorylation of p90 Ribosomal
S6 Kinase (RSK) Regulates Extracellular Signal-Regulated Kinase Docking and RSK Activity' Mol Cell Biol. julio de
2003; 23 (14): 4796-4804; y Sapkota et al. 'BI-D1870 is a specific inhibitor of the p90 RSK (ribosomal S6 kinase)
isoforms in vitro and in vivo' Biochem J. 1 de enero de 2007; 401(Pt 1): 29-38. Véase también Masuda-Robens et al.
‘Assays for monitoring p70 S6 kinase and RSK activation'. Methods Enzymol. 2001;333:45-55. También existen
ensayos comerciales disponibles en la técnica, por ejemplo, el kit de actividad de p70 S6K - ADI-EKS-470 - Enzo Life
Sciences (Farmingdale, NY); y el Kit de Actividad de p70 S6K (ab139438) de Abcam (Cambridge, MA).

Ademas, como se describe en la presente memoria, la capacidad de rescatar al menos uno de los defectos
morfolégicos, hematopoyéticos o endoteliales en el embrién de pez cebra Rps29 -/- y/o prevenir la funciéon de p53 y la
acumulacién nuclear en la linea celular de cancer de pulmén A549 que tienen RPS 19 desactivada por ARNsi, o reducir
los niveles de p21 o aumentar los marcadores eritroides en las células CD34+ que tienen RPS 19 desactivada por
ARNSsi es un medio para monitorizar la actividad de los inhibidores de p90SéK y p70S6K.

Un experto en la materia puede evaluar el inhibidor de calmodulina especifico descrito en la presente memoria (por
ejemplo, los derivados de fenotiazina de la Figura 24 o la Figura 33, o PerSucc, 221E o ACV de la Figura 32, o los
compuestos de la Féormula | y la Férmula Il utilizando ensayos bien conocidos en |la técnica, por ejemplo la inhibicién
de la calmodulina puede determinarse, entre otras cosas, en el siguiente ensayo in vitro, que midid la activacién
dependiente de la calmodulina de la quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK). La MLCK activada fosforila la
cadena ligera de miosina de la molleja de pollo. Si se inhibe la calmodulina, se reduce la tasa de fosforilacién de la
cadena ligera de miosina. Para probar esto se lleva a cabo el siguiente experimento (segun ltoh et al. Biochem. Pharm.
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1986,35:217-220). La mezcla de reaccion (0.2 ml) contiene Tris-HCI 20 mM (pH 7.5), ATP [y-32P] 0.05 mM (lpCiftubo
de ensayo), MgCI2 5 mM, cadena ligera de miosina 10 uM, calmodulina 24 nM y CaCIl2 0.1 mM. La concentracién de
MLCK (actividad especifica: 4.5 moles/min/mg) de la molleja de pollo es de 0.1 pg/ml. La incubacién se lleva a cabo a
30 °C durante 4 min. La reaccién se termina mediante adicién de 1 ml de 4cido tricloroacético al 20 %. A continuacion
se afiaden 0.1 ml de albumina sérica bovina (1 mg/ml) a la mezcla de reaccién. La muestra se centrifuga luego durante
10 minutos, el sedimento se resuspende en éacido tricloroacético al 5 %. El sedimento final se disuelve en 2 ml de
NaOH 1 N y la radiactividad se mide en un contador de centelleo liquido. La MLCK tratada con tripsina se puede
preparar tal como se describe en Itoh et al. J Pharmacol. Exp. Ther. 1984,230, p737. La reaccién se inicia mediante la
adicién del ATP y se lleva a cabo en presencia de los inhibidores potenciales o, como control, en presencia de su
disolvente. En el ensayo arriba indicado se probaran diferentes concentraciones de los compuestos. La concentracion
del compuesto que da como resultado una disminucién del 50 % de la actividad de quinasa sera la concentracion
IC50.

Un inhibidor de p90S6K y p70S6K, rps6, o los inhibidores de Chk2 e inhibidores de Cam especificos tal como se
describen en la presente memoria pueden inhibir o disminuir la actividad de las RSK, rps6, Chk2 o Cam indicadas en
al menos aproximadamente un 10 %, en relacidén con el nivel de actividad en ausencia de inhibidores, por ejemplo, al
menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al
menos aproximada mente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al
menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 %, un 95
%, un 99 % o incluso un 100 %. En ciertas realizaciones, los inhibidores descritos en la presente memoria pueden
disminuir la expresion de la proteina respectiva en al menos aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente
un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un
40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70
%, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un 99 % o incluso un 100 %,
en comparacidn con la expresidén en ausencia del inhibidor.

La expresion de p90S6K y p70S6K o Chk2 o Cam o rps6 incluye la cantidad del ARN respectivo transcrito de un gen,
que codifica la proteina, y/o la cantidad de la cantidad de proteina que se obtiene mediante traducciéon del ARN
transcrito de un gen. Por ejemplo, un inhibidor de p90S6K y p70S6K tal como se describe en la presente memoria
puede inhibir la expresién de p90S6K, p70S6K, Chk2 o Cam o rps6 en al menos aproximadamente un 10 %, al menos
aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos
aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un
99 % o incluso un 100 %, en comparacién con un nivel de referencia en ausencia del inhibidor.

Ademas, la capacidad de un compuesto para inhibir p90S6K y p70S6K también se puede evaluar midiendo una
disminucién o una inhibicién de la actividad de quinasa biolégica en comparacién con un control negativo, por ejemplo
la condicion experimental en ausencia de los inhibidores. Por consiguiente, un inhibidor de p90S6K y p70S6K tal como
se describe en la presente memoria puede inhibir la actividad de quinasa biolégica de p90S6K y p70S6K en al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 90 %, un 95 %, un 99 % o incluso un 100 %, en comparacién con un nivel de referencia en
ausencia del inhibidor.

La capacidad de los inhibidores para inhibir p90S6K o p70S6K, rps6 o Chk2, o Cam, se evalla rescatando al menos
uno de los defectos morfolégicos, hematopoyéticos o endoteliales en el embrién de pez cebra Rps29 -/- y/o evitando
la funcién de p53 y la acumulacién nuclear en la linea celular de cancer de pulmén A549 que tiene la RPS 19
desactivada por ARNsi, o reducir los niveles de p21 o aumentar los marcadores eritroides en las células CD34+ que
tienen la RPS19 desactivada por ARNSsi, tal como se demuestra en los Ejemplos de la presente memoria, en
comparacién con una afeccién de referencia sin tratamiento con dicho inhibidor.

Un experto en la materia puede determinar las dosis del inhibidor que han de ser administradas dependiendo de la
gravedad clinica de la enfermedad, la edad y el peso del paciente, la exposicion del paciente a afecciones que puedan
precipitar brotes de psoriasis, y otros factores farmacocinéticos generalmente conocidos en la técnica, tales como el
metabolismo hepatico y renal. La interrelacién de las dosis para animales de diversos tamafios y especies y para los
seres humanos en funcién de los mg/m® de area superficial se describe en E. J. Freireich et al., "Quantitative
Comparison of Toxicity of Anticancer Agents in Mouse, Rat, Hamster, Dog, Monkey and Man," Cancer Chemother.
Rep. 50: 219-244 (1966). Se pueden realizar ajustes en el régimen de dosificacién para optimizar la respuesta
terapéutica. Las dosis se pueden dividir y administrar diariamente o la dosis se puede reducir proporcionalmente segun
la situacién terapéutica.

Normalmente, estos farmacos se administraran por via oral y se pueden administrar en forma de pildora o liquido
convencional. Si se administran en forma de pildora, se pueden administrar en formulaciones convencionales con
excipientes, cargas, conservantes y otros ingredientes tipicos usados en formaciones farmacéuticas en forma de
pildora. Normalmente, los farmacos se administran en una formulacién convencional farmacéuticamente aceptable,
normalmente incluyendo un vehiculo. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables convencionales conocidos en la
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técnica pueden incluir alcoholes, por ejemplo alcohol etilico, proteinas séricas, albimina sérica humana, liposomas,
tampones tales como fosfatos, agua, solucién salina estéril u otras sales, electrolitos, glicerol, hidroximetilcelulosa,
propilenglicol, polietilenglicol, polioxietilensorbitan, otros agentes tensioactivos, aceites vegetales y agentes
antibacterianos o antifingicos convencionales, tales como parabenos, clorobutanol, fenol, 4cido sérbico, timerosal, y
similares. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable dentro del alcance de la presente invencién cumple con los
estandares industriales en cuanto a esterilidad, isotonicidad, estabilidad y no pirogenicidad.

La formulacion farmacéuticamente aceptable también puede estar en forma de pildora, comprimido o pastilla, tal como
se conoce en la técnica, y puede incluir excipientes u otros ingredientes para una mayor estabilidad o aceptabilidad.
Para los comprimidos, los excipientes pueden ser diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o
bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de calcio; 0 agentes aglutinantes, tales como almidén, gelatina o goma arabiga;
o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido esteérico, o talco, junto con el inhibidor descrito en la
presente memoria y otros ingredientes.

Los farmacos también se pueden administrar en forma liquida en formulaciones convencionales, que pueden incluir
conservantes, estabilizantes, colorantes, saborizantes y otros ingredientes farmacéuticos generalmente aceptados.
Normalmente, cuando los farmacos se administran en forma liquida, estaran en solucién acuosa. La solucién acuosa
puede contener tampones y puede contener alcoholes tales como alcohol etilico u otros compuestos
farmacéuticamente tolerados.

Alternativamente, los farmacos se pueden administrar mediante inyeccién por una de varias vias bien conocidas en la
técnica. Sin embargo, generalmente se prefiere administrar los farmacos por via oral.

Los farmacos se pueden administrar desde una vez al dia hasta al menos cinco veces al dia, dependiendo de la
gravedad de la enfermedad, la dosis total que ha de ser administrada y el criterio del médico tratante. En algunos
€asos no es necesario administrar los farmacos a diario, sino que se pueden administrar cada dos dias, cada tres dias
0 segun otros programas similares. Sin embargo, generalmente se prefiere administrar los farmacos a diario.

Tal como se usa en la presente memoria, un “profarmaco” se refiere a un compuesto que se puede convertir mediante
algun proceso quimico o fisioldgico (por ejemplo, procesos enzimaticos e hidrolisis metabdlica) en un inhibidor
funcionalmente activo (por ejemplo, inhibidores de rps6; inhibidores de p90S6K o p70S6K; o inhibidores SL de RSk
p90, o B1; inhibidor PF de p70s6K; inhibidor de Cam, TF y FLU; quelante de Ca2+ BABTA, inhibidores chk2 de CCT
y lll, y los inhibidores PerSuc, 221E y ACV; o, por ejemplo, los inhibidores de la Figura 33, o los compuestos de la
Férmula | o la Férmula 1.

Por lo tanto, el término “profarmaco” también se refiere a un precursor de un compuesto biolégicamente activo que es
farmacéuticamente aceptable. Un profarmaco puede ser inactivo cuando se administra a un individuo, es decir, un
éster, pero convertirse in vivo en un compuesto activo, por ejemplo, mediante hidrélisis en el acido carboxilico libre o
el hidroxilo libre. EI compuesto profarmaco a menudo ofrece ventajas de solubilidad, compatibilidad tisular o liberacién
retardada en un organismo. El término “profarmaco” también pretende incluir cualquier vehiculo unido covalentemente
que libere el compuesto activo in vivo cuando dicho profarmaco se administra a un individuo. Los profarmacos de un
compuesto activo se pueden preparar modificando grupos funcionales presentes en el compuesto activo de tal modo
que las modificaciones se escindan, ya sea en manipulacién rutinaria o in vivo, en el compuesto activo precursor. Los
profarmacos incluyen compuestos en los que un grupo hidroxi, amino o mercapto esta unido a cualquier grupo que,
cuando el profarmaco del compuesto activo se administra a un individuo, se escinde para formar un grupo hidroxi libre,
amino libre o mercapto libre, respectivamente. Los ejemplos de profarmacos incluyen, pero no se limitan a, derivados
acetato, formiato y benzoato de un alcohol o derivados acetamida, formamida y benzamida de un grupo funcional
amina en el compuesto activo, y similares. Véase Harper, "Drug Latentiation" in Jucker, ed. Progress in Drug Research
4:221-294 (1962); Morozowich et al., "Application of Physical Organic Principles to Prodrug Design" in E. B. Roche ed.
Design of Biopharmaceutical Properties through Prodrugs and Analogs, APHA Acad. Pharm. Sci. 40 (1977);
Bioreversible Carriers in Drug in Drug Design, Theory and Application, E. B. Roche, ed., APHA Acad. Pharm. Sci.
(1987); Design of Prodrugs, H. Bundgaard, Elsevier (1985); Wang et al. "Prodrug approaches to the improved delivery
of peptide drug" in Curr. Pharm. Design. 5(4):265-287 (1999); Pauletti et al. (1997) Improvement in peptide
bioavailability: Peptidomimetics and Prodrug Strategies, Adv. Drug. Delivery Rev. 27:235-256; Mizen et al. (1998) "The
Use of Esters as Prodrugs for Oral Delivery of (3-Lactam antibiotics," Pharm. Biotech. 11,:345-365; Gaignault et al.
(1996) "Designing Prodrugs and Bioprecursors |. Carrier Prodrugs," Pract. Med. Chem. 671-696; Asgharnejad,
"Improving Oral Drug Transport", en Transport Processes in Pharmaceutical Systems, G. L. Amidon, P. |. Leey E. M.
Topp, Eds., Marcell Dekker, p. 185-218 (2000); Balant et al., "Prodrugs for the improvement of drug absorption via
different routes of administration", Eur. J. Drug Metab. Pharmacokinet., 15(2): 143-53 (1990); Balimane y Sinko,
"Involvement of multiple transporters in the oral absorption of nucleoside analogues", Adv. Drug Delivery Rev., 39(1-
3): 183-209 (1999); Browne, "Fosphenytoin (Cerebyx)", Clin. Neuropharmacol. 20(1): 1-12 (1997); Bundgaard,
"Bioreversible derivatization of drugs- principle and applicability to improve the therapeutic effects of drugs”, Arch.
Pharm. Chemi 86(1): 1-39 (1979); Bundgaard H. "Improved drug delivery by the prodrug approach”, Controlled Drug
Delivery 17: 179-96 (1987), Bundgaard H. "Prodrugs as a means to improve the delivery of peptide drugs",Arfv. Drug
Delivery Rev. 8(1). 1-38 (1992); Fleisher et al. "Improved oral drug delivery: solubility limitations overcome by the use
of prodrugs", Arfv. Drug Delivery Rev. 19(2): 115-130 (1996); Fleisher et al. "Design of prodrugs for improved
gastrointestinal absorption by intestinal enzyme targeting”, Methods Enzymol. 112 (Drug Enzyme Targeting, Pt. A):
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360-81, (1985); Farquhar D, et al., "Biologically Reversible Phosphate-Protective Groups", Pharm. Sci., 72(3): 324-325
(1983); Freeman S, et al., "Bioreversible Protection for the Phospho Group: Chemical Stability and Bioactivation of
Di(4-acetoxy-benzyl) Methylphosphonate with Carboxyesterase," Chem. Soc., Chem. Commun., 875-877 (1991); Friis
y Bundgaard, "Prodrugs of phosphates and phosphonates: Novel lipophilic alphaacyloxyalkyl ester derivatives of
phosphate- or phosphonate containing drugs masking the negative charges of these groups", Eur. J. Pharm. Sci. 4:
49-59 (1996); Gangwar et al., "Pro-drug, molecular structure and percutaneous delivery", Des. Biopharm. Prop.
Prodrugs Analogs, [Symp.] Fecha de Reunidén 1976, 409-21. (1977); Nathwani y Wood, "Penicillins. a current review
of their clinical pharmacology and therapeutic use", Drugs 45(6). 866-94 (1993); Sinhababu y Thakker, "Prodrugs of
anticancer agents”, Adv. Drug Delivery Rev. 19(2). 241-273 (1996); Stella et al., "Prodrugs. Do they have advantages
in clinical practice?", Drugs 29(5): 455-73 (1985); Tan et al. "Development and optimization of anti-HIV nucleoside
analogs and prodrugs: A review of their cellular pharmacology, structure-activity relationships and pharmacokinetics",
Adv. Drug Delivery Rev. 39(1-3): 117-151 (1999); Taylor, "Improved passive oral drug delivery via prodrugs", Adv. Drug
Delivery Rev., 19(2): 131-148 (1996); Valentino y Borchardt, "Prodrug strategies to enhance the intestinal absorption
of peptides", Drug Discovery Today 2(4). 148-155 (1997); Wiebe y Knaus, "Concepts for the design of anti-HIV
nucleoside prodrugs for treating cephalic HIV infection”, Adv. Drug Delivery Rev.: 39(1-3):63-80 (1999); Waller et al.,
"Prodrugs", Br. J. Clin. Pharmac. 28: 497-507 (1989).

Los inhibidores descritos en la presente memoria también incluyen sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos. Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las
sales no toxicas convencionales o sales de amonio cuaternario de los inhibidores tal como se describen en la presente
memoria, por ejemplo de acidos organicos o inorganicos no téxicos. Estas sales se pueden preparar in situ en el
vehiculo de administracién o en el proceso de fabricacién de la forma de dosificacién, o haciendo reaccionar por
separado un inhibidor en su forma de base o é&cido libre con un &cido o base organico o inorganico adecuado, y
aislando la sal asi formada durante la purificaciéon posterior. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
derivadas de acidos inorganicos tales como sulflrico, sulfamico, fosférico, nitrico, y similares; y las sales preparadas
a partir de acidos organicos tales como acético, propidnico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico, tartarico,
citrico, ascérbico, palmitico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-
acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, etano disulfénico, oxalico, isotidnico, y similares. Véase,
por ejemplo, Berge et al., "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19 (1977).

En algunas realizaciones de los aspectos descritos en la presente memoria, las sales farmacéuticamente aceptables
representativas incluyen sales de bromhidrato, clorhidrato, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, succinato,
valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato,
tartrato, naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato y laurilsulfonato, y similares.

Tratamiento de trastornos ribosémicos y ribosomopatias

En algunas realizaciones, los inhibidores descritos en la presente memoria pueden usarse para tratar diversas
enfermedades y trastornos asociados con proteinas ribosémicas o ribosomopatias. Por ejemplo, los inhibidores se
pueden usar para tratar a un individuo que tiene una mutacién en una o mas proteinas ribosémicas, o que tiene un
nivel reducido de la proteina ribosdmica.

En algunas realizaciones, los inhibidores descritos en la presente memoria pueden usarse en una composicién para
su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno ribosémico tal como la Anemia de Diamond-
Blackfan (DBA). Existe una variedad de tipos de anemia de Diamond-Blackfan, por ejemplo cuando el individuo tiene
DBA1, DBA2, DBA3, DBA4, DBAS5, DBAB, DBA7 o DBAS. La anemia de Diamond-Blackfan (DBA), también conocida
como anemia de Blackfan-Diamond y eritroblastopenia hereditaria, es una aplasia eritroide congénita que
generalmente se presenta en la infancia. Los pacientes con DBA tienen recuentos bajos de glébulos rojos (anemia).
El resto de sus células sanguineas (las plaquetas y los glébulos blancos) son normales. Esto contrasta con el sindrome
de Shwachman-Bodian-Diamond, en el que el defecto de la médula 6sea produce principalmente neutropenia, y la
anemia de Fanconi, en la que todas las lineas celulares se ven afectadas y provocan pancitopenia. También se pueden
producir diversas otras anomalias congénitas. La anemia de Diamond-Blackfan se caracteriza por una anemia
(recuento bajo de glébulos rojos) con una disminucién de los progenitores eritroides en la médula ésea. Por lo general,
esto se desarrolla durante el periodo neonatal. Alrededor del 47 % de las personas afectadas también tienen una
variedad de anomalias congénitas, incluyendo malformaciones craneofaciales, anomalias del pulgar o de las
extremidades superiores, defectos cardiacos, malformaciones urogenitales y fisura del paladar. A veces se observa
bajo peso al nacer y retraso generalizado en el crecimiento. Los pacientes con DBA tienen un riesgo moderado de
desarrollar leucemia y otras neoplasias malignas.

Por lo general, el diagnéstico de DBA se realiza mediante un hemograma y una biopsia de médula 6sea. El diagnéstico
de DBA se basa en la anemia, los recuentos bajos de reticulocitos (glébulos rojos inmaduros) y la disminucion de los
precursores eritroides en la médula 6sea. Las caracteristicas que respaldan el diagndstico de DBA incluyen la
presencia de anomalias congénitas, macrocitosis, niveles elevados de hemoglobina fetal y niveles elevados de
adenosina desaminasa en los gldébulos rojos. La mayoria de los pacientes son diagnosticados en los dos primeros
aflos de vida. Sin embargo, algunas personas levemente afectadas solo reciben atencion después de identificar a un
familiar mas gravemente afectado. Entre el 20 y el 25 % de los pacientes con DBA pueden identificarse mediante una
prueba genética para detectar mutaciones en el gen RPS19. Aproximadamente del 10 al 25 % de los casos de DBA
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tienen antecedentes familiares de enfermedad, y la mayoria de las genealogias sugieren un modo de herencia
autosémico dominante.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los inhibidores descritos en la presente memoria pueden usarse en una
composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo que tiene una mutacién en la proteina
ribosémica 19 (RPS 19). El fenotipo de los pacientes con DBA indica un defecto hematolégico de las células madre
que afecta especificamente a la poblacién progenitora eritroide. La proteina RPS 19 participa en la produccién de
ribosomas. Las caracteristicas de la enfermedad pueden estar relacionadas con la naturaleza de mutaciones de la
RPS 19. La enfermedad se caracteriza por una herencia dominante y, por lo tanto, surge debido a una pérdida parcial
de la funcidn de la proteina RPS 19. |

En realizaciones alternativas, los inhibidores descritos en la presente memoria pueden usarse en una composicién
para su uso en un método de tratamiento de un individuo con una mutacién en la proteina ribosémica de al menos
una de, pero sin limitarse a, RPS7, RPS10, RPS19, RPS24, PRS26, RPS17, PRS27L RPS29. RPL35A, PRL5 y
PPL11. Por ejemplo, una mutacién o variante de la RPS19 provoca la DBA1 y una mutacién o variante de la RPS24
provoca la DBA3, una mutacién o variante de la RPS 17 provoca la DBA4, una mutacién o variante de la RPS34A
provoca la DBAS, una mutacién o variante de la RPLS provoca la DBAG, una mutacién o variante de la RPL11 provoca
la DBAY y una mutacién o variante de la RPS7 provoca la DBAS.

En algunas realizaciones, un individuo con un trastorno ribosémico tiene una mutacién en una proteina ribosémica
seleccionada entre el grupo que consiste en: rPL2A, rPL2B, rPL3, rpL4A, rPL4B, rPL7A, rPL7B, rPL 10, rPL11, rPL16A,
rPL17A, rPL17B, rPL18A, rPL18B, Rp119A, rPL19, rPL25, rPL29, rpL31A, rpL31B, rPL36A, rPL40A, rPS1A, rPS6A,
rPS6B, rPS14A, rPS15, rPS19, rPS23B, rPS25A, rPS26B, rPS29, rPS29B y rPS31.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencidén se puede usar otro agente terapéutico para
tratar el defecto de la proteina ribosdmica, seleccionado entre el grupo que consiste en: corticosteroides, transfusiones
de sangre y trasplantes de médula ésea. Los corticosteroides se pueden usar para tratar la anemia en la DBA. Las
transfusiones de sangre también se pueden usar para tratar la anemia grave en la DBA. Se pueden producir periodos
de remisién, durante los cuales no se requieren transfusiones nitratamientos con esteroides. El trasplante de médula
6sea (BMT) puede curar aspectos hematolégicos de la DBA y pueden producirse efectos adversos en los pacientes
con transfusién (Diamond Blackfan Anemia Foundation; Pospisilova D et al., (2007). "Successful treatment of a
Diamond-Blackfan anemia patient with amino acid leucine. ". Haematologica 92 (5): €66.)

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente invencién, los inhibidores administrados al individuo
aumentan el nimero de células eritroides CD71+ en el individuo y/o aumenta los niveles de hemoglobina en el
individuo.

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente divulgacion, los inhibidores descritos en la presente
memoria pueden usarse para tratar a un individuo con un trastorno ribosémico, tal como la DBA, que tiene un sintoma
de anemia macrocitica y/o anomalias craneofaciales.

En otra realizacién, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede usarse en una composicién para
su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno ribosémico tal como mielodisplasia, por ejemplo,
pero sin limitarse a la mielodisplasia 5q. La mielodisplasia o sindromes mielodisplasicos (MDS, anteriormente
conocidos como preleucemia) son un conjunto diverso de afecciones médicas hematolégicas (relacionadas con la
sangre) que implican la produccién ineficaz (o displasia) de células sanguineas de la clase mieloide, y en las que la
médula 6sea no funciona normalmente y produce una cantidad insuficiente de células sanguineas normales.

Los pacientes con MDS suelen desarrollar anemia grave y requieren transfusiones de sangre frecuentes. En la mayoria
de los casos, la enfermedad empeora y el paciente desarrolla citopenias (recuentos sanguineos bajos) causadas por
una insuficiencia progresiva de la médula ésea. En aproximadamente un tercio de los pacientes con MDS, la
enfermedad se transforma en leucemia mielégena aguda (AML), por lo general en cuestién de meses o unos pocos
afios.

Los sindromes mielodisplésicos son todos trastornos de las células madre de la médula 6sea. En el MDS, la
hematopoyesis (produccién de sangre) es desordenada e ineficaz. La cantidad y la calidad de las células
hematopoyéticas disminuyen irreversiblemente, lo que perjudica aiin mas la produccién de sangre.

El MDS afecta la produccién de cualquier tipo de células sanguineas y, en ocasiones, de todos los tipos, incluyendo
los glébulos rojos, las plaquetas y los glébulos blancos (citopenias). Alrededor del 50 por ciento de la mielodisplasia
pediatrica se puede clasificar en cinco tipos de MDS: anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos de anillo,
anemia refractaria con exceso de blastos, anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién, y leucemia
mielomonocitica crénica. El 50 por ciento restante suele presentarse con citopenias aisladas o combinadas, como
anemia, leucopenia y/o trombocitopenia (recuento bajo de plaquetas). Aunque es crénica, la MDS progresa hasta
convertirse en leucemia mieloide aguda (AML) en aproximadamente el 30 por ciento de los pacientes.
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La edad media en el momento del diagnéstico de un MDS es de entre 60 y 75 afios; algunos pacientes tienen menos
de 50 afios; los diagndsticos de MDS son poco frecuentes en los nifios. Los hombres se ven afectados con un poco
més de frecuencia que las mujeres. Los sighos y sintomas no son especificos y, por lo general, relacionados con las
citopenias sanguineas incluyen, pero no se limitan a:

(a) Anemia (recuento bajo de glébulos rojos o disminucién de la hemoglobina): cansancio crénico, dificultad para
respirar, sensacién de escalofrio y, a veces, dolor en el pecho.

(b) Neutropenia (recuento bajo de neutréfilos): aumento de la susceptibilidad a infecciones.

(c) Trombocitopenia (recuento bajo de plaquetas). aumento de la susceptibilidad a la hemorragia y la equimosis
(hematomas), asi como a hemorragias subcutaneas que provocan pulrpura o petequias[5].

Muchas personas son asintomaticas y la citopenia sanguinea u otros problemas se identifican como parte de un
hemograma de rutina: neutropenia, anemia y trombocitopenia (recuentos bajos de glébulos blancos y rojos y
plaquetas, respectivamente); esplenomegalia o, en raras ocasiones, hepatomegalia; granulos anormales en células,
forma y tamafio nucleares anormales; y/o anomalias cromosémicas, incluyendo translocaciones cromosémicas y un
nimero anormal de cromosomas.

Si bien existe cierto riesgo de desarrollar leucemia mielégena aguda, alrededor del 50 % de las muertes se producen
como resultado de hemorragia o infeccion. La leucemia que se produce como resultado de la mielodisplasia es
notoriamente resistente al tratamiento.

La mielodisplasia 5q (también conocida como sindrome de delecién del cromosoma 5g, monosomia del cromosoma
5q o sindrome 5q) es un trastorno poco frecuente causado por la pérdida de una parte del brazo largo (brazo q, banda
5q31.1) del cromosoma 5 humano. La mielodisplasia 5q se caracteriza por anemia macrocitica, a menudo
trombocitosis, eritroblastopenia, hiperplasia de megacariocitos con hipoloblacién nuclear y una delecién intersticial
aislada del cromosoma 5. El sindrome 5q se encuentra predominantemente en mujeres de edad avanzada.

Algunos individuos con mielodisplasia 5q tienen una disminucién en la expresién de Rps 14. La delecién de los loci
miR-145 y miR-146 se ha asociado con un recuento elevado de plaquetas y una displasia megacariocitica asociada
al sindrome 5q. La mielodisplasia 5q afecta a las células de la médula 6sea y provoca anemia resistente al tratamiento
y sindromes mielodisplasicos que pueden provocar leucemia mielégena aguda. El examen de la médula 6sea muestra
cambios caracteristicos en los megacariocitos. Son mas numerosos de lo habitual, pequefios y mononucleares. Puede
haber una hipoplasia eritroide acompafiante en la médula ésea. Por consiguiente, en algunas realizaciones, un
individuo con mielodisplasia 5q puede tener una médula 6sea displasica. Los individuos con mielodisplasia 5q pueden
tratarse con lenalidomida (Bennett J et al. (2006). "Lenalidomide in the myelodysplastic syndrome with chromosome
5q deletion". N. Engl. J. Med. 355 (14): 1456-65; Raza et al., (2008), "Phase 2 study of lenalidomide in transfusion-
dependent, low-risk, and intermediate-1 risk myelodysplastic syndromes with karyotypes other than deletion 59". Blood
111 (1): 86-93.)

En algunas realizaciones de todos los aspectos de la presente divulgacion, los inhibidores descritos en la presente
memoria pueden usarse para tratar a un individuo con una ribosomopatia, como el sindrome de Shwachman-Diamond,
por ejemplo cuando el individuo tiene una mutacién en Sbds. En algunas realizaciones, un individuo con el sindrome
de Shwachman-Diamond tiene uno o méas sintomas seleccionados entre insuficiencia pancreética, disfuncién de la
médula 6sea y deformidades esqueléticas.

En otra realizacién, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede usarse en una composicién para
su uso en un método de tratamiento de un individuo con una ribosomopatia tal como el sindrome de Treacher Collins,
por ejemplo cuando el individuo tiene una mutaciéon en TCOF1 (nucleolar). El sindrome de Treacher-Collins es una
afeccion que se transmite de padres a hijos (hereditaria) y provoca problemas en la estructura de la cara. El sindrome
de Treacher-Collins es causado por una proteina defectuosa llamada melaza. La afeccién se transmite de padres a
hijos (hereditaria). La gravedad de esta afeccién puede variar de una generacion a otra y de una persona a otra. Los
sintomas del sindrome de Treacher-Collins incluyen al menos uno de los siguientes, pero no se limitan a: parte externa
de los oidos anormal o casi ausente por completo, pérdida de audicién, mandibula muy pequefia (micrognatia), boca
muy grande, defecto en el parpado inferior (coloboma), vello del cuero cabelludo que llega hasta las mejillas, fisura
del paladar. En consecuencia, un individuo con Sindrome de Treacher Collins tiene una o mas deformidades
craneofaciales. Si bien un nifio con el Sindrome de Treacher Collins suele mostrar una inteligencia normal, el
diagnéstico se puede hacer sobre la base de un examen del nifio, que puede revelar una variedad de problemas,
incluyendo: (a) forma anormal de los ojos, (b) pémulos planos, (¢) hendiduras en la cara, (d) mandibula pequefia, (e)
orejas bajas, (f) orejas con forma anormal, (g) canal auditivo anormal, (h) pérdida de audicién, (i) defectos en los ojos
(coloboma que se extiende hasta el parpado inferior), (j) disminucién de las pestafias del parpado inferior, (k) las
pruebas genéticas pueden ayudar a identificar los cambios genéticos relacionados con esta afeccién. El diagnéstico
del Sindrome de Treacher Collins también se basa en hallazgos clinicos y radiograficos, y existe un conjunto de
sintomas tipicos dentro del Sindrome de Treacher Collins que pueden detectarse mediante una vision clinica critica.
El amplio espectro de enfermedades que tienen caracteristicas similares hace que a veces sea dificil diagnosticar el
TCS. La clasificacibn OMENS se desarroll6 como un enfoque integral y basado en etapas para diferenciar las
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enfermedades. Este acrénimo describe cinco manifestaciones dismorficas distintas, a saber, O; asimetria orbitaria, M;
hipoplasia mandibular, E; deformidad auricular, N; desarrollo nervioso y S; enfermedad de tejidos blandos.

Seleccién de individuos para la administracién de una composicién farmacéutica que comprende el inhibidor

Un individuo susceptible o0 adecuado para el tratamiento con una composicién que comprende un inhibidor tal como
se describe en la presente memoria puede seleccionarse basandose en la disminucién de los niveles de células
hematopoyéticas y la disminucién de la expresion de flk1 en células CD34+, en comparacién con los niveles normales
de referencia de control de células hematopoyéticas y el nivel de expresidén de flk1 de un individuo normal. Ademas,
un individuo susceptible o adecuado para el tratamiento con una composicién que comprende un inhibidor tal como
se describe en la presente memoria puede seleccionarse en funcién del aumento de los niveles de expresién de p21
en células CD34+ en comparacién con un nivel de expresion de p21 de referencia de control. En algunas realizaciones,
un individuo susceptible o adecuado para el tratamiento con una composicién que comprende un inhibidor tal como
se describe en la presente memoria puede seleccionarse en funcidén de la disminucién de la expresién de CD71+ y la
disminucién de la expresion de la glicoforina A (GPA) en células CD34+ en comparacién con un nivel de expresién de
CD71+ y GPA de referencia de control, por ejemplo en una muestra de un individuo normal que no tiene un trastorno
ribosémico o ribosomopatia. En algunas realizaciones, los niveles de referencia normales se basan en el nivel de
células hematopoyéticas, la expresion de flk 1, la expresién de CD71+, la expresién de GPA, los niveles de expresion
de p21 en una muestra de un individuo normal que no tiene un trastorno ribosémico o ribosomopatia, o una linea
celular de control, o células de una muestra de tejido normal, donde la muestra de tejido es una muestra de tejido
biol6gico de una muestra biolégica de tejido compatible con especie y edad.

En algunas realizaciones, los niveles de expresion de flk1, expresién de CD71+, expresién de GPA y niveles de
expresion de p21 se miden en una muestra biolégica que comprende células hematopoyéticas o células eritroides o
células eritroides diferenciadas. En algunas realizaciones, una muestra biolégica obtenida del individuo comprende
células cancerosas y puede ser una muestra bioldgica que es una muestra de suero, plasma, sangre o tejido. En
realizaciones alternativas, la muestra biolégica incluye, por ejemplo, sangre, plasma, suero, orina, liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, aspirados del pezén, liquido linfatico, secreciones externas de la piel, vias
respiratorias, internas y genitourinarias, bilis, lagrimas, sudor, saliva, 6rganos, células lacteas y células de ascites
primarias, muestra de tejido de biopsia, una muestra de tejido de biopsia cultivada in vitro o ex vivo.

Composiciones farmacéuticas que comprenden el inhibidor

Un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede usarse en una cantidad de aproximadamente 0.001
a 10 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0.005 a 8 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0.01 a
6 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0.1 a 0.2 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 1 a 2 mg/kg
de peso corporal. En algunas realizaciones se puede usar un inhibidor en una cantidad de aproximadamente 0.1 a
1000 ug/kg de peso corporal o de aproximadamente 1 a 100 ug/kg de peso corporal o de aproximadamente 10 a 50
Mo/kg de peso corporal. En algunas realizaciones, el inhibidor descrito en la presente memoria se puede usar a una
concentracién de aproximadamente 0.001 mg/ml o 0.1 mg/ml o una concentracién superior a 0.1 mg/ml. En algunas
realizaciones, una composicién farmacéutica comprende al menos un inhibidor en una concentracién de
aproximadamente 0.01 uM a 300 pM, o de aproximadamente 0.1 pM a 150 pM, o de aproximadamente 1 uM a 50 UM,
o de aproximadamente 1 UM a 25 pM. La dosis puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de
dosificacion empleada y de la via de administracién utilizada.

Dependiendo de las vias de administracion, un experto en la materia puede determinar y ajustar en consecuencia una
dosis eficaz de un inhibidor descrito en la presente memoria a un individuo, tal como un individuo humano,
determinando la farmacocinética y la biodisponibilidad de un inhibidor y analizando la relacidon dosis-respuesta
especifica de un inhibidor en modelos animales tales como un ratén.

La toxicidad y la eficacia terapéutica pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en
cultivos celulares o animales de experimentacidn, por ejemplo para determinar la LDso (la dosis letal para un 50 % de
la poblacién) o la EDso (la dosis terapéuticamente eficaz en un 50 % de la poblacidn). La relacién de dosis entre el
efecto téxico y el terapéutico es el indice terapéutico y puede expresarse como la relaciéon LDso/EDso. Se prefieren las
composiciones que muestran indices terapéuticos grandes.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular un intervalo
de dosis para su uso en seres humanos. La dosis terapéuticamente eficaz puede determinarla un experto en la materia,
por ejemplo usando ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos animales para lograr un
intervalo de concentracidn plasmatica circulante que incluya la IC50 (es decir, la concentracidon del agente terapéutico
que logra una inhibicién semiméxima de los sintomas) tal como se determina en el cultivo celular mediante métodos
descritos en los Ejemplos. Una dosis eficaz del inhibidor se puede determinar en un modelo animal midiendo los
niveles de hemoglobina durante el transcurso del tratamiento con el inhibidor en comparacién con ningun tratamiento.
En algunas realizaciones, una dosis que comprende el inhibidor se considera eficaz si la dosis aumenta los niveles de
hemoglobina, el nlimero de glébulos rojos, y/o reduce la expresién de p21 en células CD34+ en al menos
aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos
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aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un
99 % o incluso un 100 %, en comparacién con un control (por ejemplo, en ausencia del inhibidor). Una cantidad
terapéuticamente eficaz del inhibidor administrada a un individuo depende de factores conocidos por una persona
experta en la materia, incluyendo la bioactividad y biodisponibilidad del inhibidor (por ejemplo, la vida media y la
estabilidad del inhibidor en el organismo), las propiedades quimicas del inhibidor (por ejemplo, el peso molecular, la
hidrofobicidad y la solubilidad); la via y la frecuencia de administracién, el tiempo de administracién (por ejemplo, antes
o después de una comida) y similares. Ademas, se entendera que la dosis especifica de la composicidén farmacéutica
que comprende el inhibidor tal como se describe en la presente memoria para proporcionar los beneficios terapéuticos
o profilacticos puede depender de una variedad de factores, incluyendo el estado fisico del individuo (por ejemplo,
edad, sexo, peso), el historial médico del individuo (por ejemplo, los medicamentos que se estdn tomando, otras
enfermedades o trastornos) y el estado clinico del individuo (por ejemplo, estado de salud, estadio de la enfermedad).
La dosis precisa de una composiciéon farmacéutica que comprende el inhibidor se puede determinar mediante métodos
conocidos por un experto en la materia, como farmacélogos y médicos.

Un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede administrarse de forma profilactica o terapéutica a
un individuo antes, de forma simultanea o secuencial con otros regimenes o agentes terapéuticos (por ejemplo,
regimenes de farmacos multiples), en una cantidad terapéuticamente eficaz. En algunas realizaciones, el inhibidor se
administra simultaneamente con otros agentes terapéuticos que pueden administrarse en la misma composicién o en
diferentes composiciones. Los agentes o regimenes terapéuticos adicionales incluyen, pero no se limitan a, esteroides,
corticosteroides, transfusiones de sangre y trasplantes de médula ésea.

Los ingredientes activos de la composicién segln la invencién se pueden administrar a un individuo por cualquier via
conocida por los expertos en la materia. Las vias de administracién incluyen las vias intradérmica, transdérmica (por
ejemplo, en formulaciones de liberacién lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcuténea, oral, bucal,
nasal, rectal, epidural, tépica, intratecal, rectal, intracraneal, intratraqueal e intratecal e intranasal. Se puede usar
cualquier otra via de administracién terapéuticamente eficaz, por ejemplo absorcién a través de tejidos epiteliales o
endoteliales o administracion sistémica. Ademas, un inhibidor segln la invencién se puede administrar junto con otros
componentes de agentes biolégicamente activos tales como tensioactivos, excipientes, soportes, diluyentes y
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Para la administracién parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular), un inhibidor puede formularse
como una solucién, suspensién, emulsion o polvo liofilizado en asociacién con un vehiculo parenteral
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua, solucién salina, solucién de dextrosa) y aditivos que mantienen la
isotonicidad (por ejemplo, manitol) o la estabilidad quimica (por ejemplo, conservantes y tampones). La formulacion
se esteriliza mediante técnicas de uso comdn.

La via de administracién es la administracién por via subcutanea. La administraciéon intramuscular es otra via de
administracién alternativa. En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor se
puede administrar como una formulacién adaptada para la administracién sistémica. Las composiciones se pueden
administrar como una formulacién adaptada para su administracién a érganos especificos, por ejemplo, entre otros, el
higado. Una composicién que comprende un inhibidor tal como se describe en la presente memoria se puede
administrar como una formulacién adaptada para no atravesar la barrera hematoencefalica.

Alternativamente, en algunas realizaciones, la composiciéon puede incorporarse en un gel, esponja u otra matriz
permeable (por ejemplo, formada como granulos o un disco) y colocarse cerca del endotelio hepatico para una
liberacion local sostenida. La composicién que comprende un inhibidor se puede administrar en una dosis Unica o en
dosis multiples, que se administran en momentos diferentes.

La via exacta de administracién, asi como las dosis éptimas, se pueden determinar mediante técnicas clinicas estandar
para cada caso especifico, basandose principalmente en la naturaleza de la enfermedad o trastorno y en el estadio
de esta enfermedad. Preferiblemente, el medicamento segun la presente invencién se aplica local o sistémicamente,
en particular por via oral, intravenosa, parenteral, epicutdnea, subcutanea, intrapulmonar mediante inhalacién o lavado
broncoalveolar, por via intramuscular, intracraneal, local en los discos intervertebrales u otros tejidos conjuntivos.

Tal como se describe en la presente memoria, una composicién que comprende una cantidad eficaz de al menos un
inhibidor se puede administrar a un individuo para el tratamiento terapéutico o preventivo (por ejemplo, tratamiento
profilactico) de enfermedades y trastornos ribosémicos o ribosomopatias.

En algunas realizaciones, una composicién de la invencién que comprende un inhibidor tal como se describe en la
presente memoria se formula para enfermedades ribosémicas y/o ribosomopatias, por ejemplo DBA, mielodisplasia,
por ejemplo, pero sin limitarse a, mielodisplasia 5q, sindrome de Shwachman-Diamond y el Sindrome de Treacher
Collins.

En algunas realizaciones, la composicién que comprende al menos uno de los inhibidores descritos en la presente
memoria comprende ademas un segundo agente terapéutico. En una realizacién, el segundo agente terapéutico es
un corticosteroide. En algunas realizaciones, el segundo agente terapéutico es un bloqueador de los canales de calcio,
tal como se describe en la presente memoria.
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En aplicaciones profilacticas, los medicamentos que comprenden un inhibidor se pueden administrar a un individuo
susceptible a, o de otro modo en riesgo de sufrir, una enfermedad o trastorno ribosémico y/o ribosomopatia en una
cantidad suficiente para eliminar o reducir el riesgo o retrasar la aparicién de la enfermedad.

En aplicaciones terapéuticas, de acuerdo con la descripcién proporcionada en la presente memoria, cuando se puede
administrar una cantidad eficaz o una dosis eficaz de una composicién que comprende un inhibidor tal como se
describe en la presente memoria al individuo con una enfermedad o trastorno ribosdémico y/o ribosomopatia, de modo
que al menos uno de los sintomas de dicha enfermedad ribosémica pueda retrasarse o inhibirse. En algunas
realizaciones, la administraciéon de una cantidad eficaz o una dosis eficaz de una composiciéon que comprende un
inhibidor a un individuo con una enfermedad o trastorno ribosémico y/o ribosomopatia puede inhibir o retrasar la
progresién de anomalias faciales y/u otros sintomas asociados con la enfermedad ribosémica o la ribosomopatia. En
otras realizaciones, el tratamiento de los individuos con una dosis eficaz de una composicién que comprende un
inhibidor puede prevenir o retrasar un sintoma de la enfermedad ribosémica o ribosomopatia en el individuo.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién también proporciona composiciones que comprenden un inhibidor
tal como se describe en la presente memoria para poner en practica los métodos terapéuticos y profilacticos descritos
en la presente memoria. En algunas realizaciones, las combinaciones de un inhibidor y otro agente terapéutico pueden
adaptarse para combinarse en una composiciéon farmacéutica, en la que cada agente terapéutico puede dirigirse a un
sintoma diferente, una enfermedad diferente o un trastorno diferente. En otras realizaciones, el inhibidor y otro agente
terapéutico pueden mezclarse en una composicién farmacéutica tal como se describe en la presente memoria. En
otras realizaciones, un inhibidor y otro agente terapéutico pueden estar presentes en una formulacién diferente cuando
se combinan en una composicién farmacéutica. Por ejemplo, en una realizacién, el inhibidor puede estar presente en
una formulacidén liquida, mientras que otro agente terapéutico puede liofilizarse en polvo. Las formulaciones de
diferentes ingredientes activos en una composicién farmacéutica tal como se describe en la presente memoria (por
ejemplo, inhibidores de rpsB; inhibidores de p90SEK o p70S6K; inhibidores SL de rSK p90, B1; inhibidor de p70s6K
PF; inhibidor de Cam, TF y FLU; quelante de Ca2+ BABTA; inhibidores chk2 de CCT y lll, y los inhibidores PerSuc,
221E y ACV; o los compuestos inhibidores de la Figura 33, o los compuestos de la Férmula | o |I) pueden optimizarse
en consecuencia mediante diversos factores, tales como las propiedades fisicas y quimicas de un farmaco, la
biodisponibilidad, la via de administracién y si el farmaco es de liberaciéon sostenida o répida. Las composiciones
terapéuticas y profilacticas de la presente invencién pueden comprender ademas un vehiculo fisiolégicamente
tolerable junto con un inhibidor tal como se describe en la presente memoria (inhibidores de rps6; inhibidores de
p90S6K o p70S6K; inhibidores SL de RSk p90, B1; inhibidor de p70s6K PF; inhibidor de Cam, TF y FLU; quelante de
Ca2+ BABTA, inhibidores chk2 de CCT y lll, y los inhibidores PerSuc, 221E y ACV, o los compuestos de la Férmula |
o la Férmula Il), o derivados, enantibmeros, profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En
realizaciones adicionales, un inhibidor y otro agente terapéutico pueden emplear diferentes vehiculos fisiologicamente
tolerables cuando se combinan en una composicion farmacéutica de la invencidn tal como se describe en la presente
memoria.

En Remington's Pharmaceutical Sciences, 16 ed., 1980, Mack Publishing Co., editado por Oslo et al., se describen
vehiculos adecuados para un inhibidor de la invencién y sus formulaciones. Por lo general, en la formulacién se usa
una cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable para hacer que la formulacién sea isotdnica. Los
ejemplos del vehiculo incluyen tampones tales como solucién salina, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Otros
vehiculos incluyen preparaciones de liberacidon sostenida, tales como matrices semipermeables de polimeros
hidréfobos soélidos, estando dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo liposomas, peliculas o
microparticulas. Para los expertos en la materia sera evidente que ciertos vehiculos pueden ser mas preferibles
dependiendo, por ejemplo, de la via de administracién y la concentracién del inhibidor que se esté administrando.

La biodisponibilidad del inhibidor segun la invencién también se puede mejorar mediante el uso de procedimientos de
conjugacién que aumentan la vida media del inhibidor en un individuo, por ejemplo, uniendo el inhibidor a
polietilenglicol, como se describe en el documento WO 92/13095.

La biodisponibilidad del inhibidor segln la invencién también se puede mejorar encapsulando un inhibidor en vehiculos
de administracién biocompatibles que aumentan la vida media de un inhibidor en un cuerpo humano. Los ejemplos de
vehiculos de administraciéon biocompatibles incluyen vehiculos poliméricos tales como vehiculos basados en PEG o
vehiculos basados en liposomas.

El inhibidor se puede disolver o dispersar como ingrediente activo en el vehiculo fisiolégicamente tolerable para
aumentar la vida media del inhibidor en un individuo.

La preparacién de una composicién que contiene ingredientes activos (por ejemplo, inhibidores de rps6; inhibidores
de p90S6K o p70S6K; inhibidores SL de RSk p90 SL, o B1; inhibidor PF de p70s6K; inhibidor de Cam, TF y FLU,
quelante de Ca2+ BABTA, inhibidores chk2 de CCT y Ill, y los inhibidores PerSuc, 221E y ACV; o, por ejemplo, los
inhibidores de la Figura 33; o los compuestos de las Férmulas | o Il) disueltos o dispersos en los mismos se conocen
bien en la técnica y no es necesario limitarlos en funcién de la formulacién. Normalmente, las composiciones se
preparan como inyectables, como soluciones o suspensiones liquidas; sin embargo, también se pueden preparar
formas sélidas adecuadas para solucién o suspensién en liquido antes de su uso. La preparaciéon también puede
emulsionarse o presentarse como una composicién liposomal. El inhibidor se puede mezclar con excipientes que sean
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farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo y en cantidades adecuadas para su uso en los
métodos terapéuticos descritos en la presente memoria. Ademés, si se desea, la composicién que comprende el
inhibidor puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, agentes tampén de pH y similares que mejoran la eficacia del ingrediente activo.

Los vehiculos fisioldgicamente tolerables (es decir, vehiculos fisiolégicamente aceptables) son bien conocidos en la
técnica. La seleccién de los vehiculos farmacéuticamente aceptables se puede realizar mediante la administraciéon por
parte de un experto en la materia. Por ejemplo, si la composiciéon se administra por via oral, se puede formular en
comprimidos revestidos, liquidos, capsulas, etc. Algunos ejemplos de vehiculos liquidos son soluciones acuosas
estériles que no contienen materiales ademas de los ingredientes activos y agua, o contienen un tampén tal como
fosfato de sodio a un valor de pH fisiolégico, solucién salina fisioldgica o0 ambos, tal como solucién salina tamponada
con fosfato. Ademés, los vehiculos acuosos pueden contener mas de una sal tampédn, asi como sales tales como
cloruros de sodio y potasio, dextrosa, polietilenglicol y otros solutos. Para la aplicacién topica, el vehiculo puede estar
en forma de, por ejemplo, y sin caréacter limitativo, una pomada, crema, gel, pasta, espuma, aerosol, supositorio,
almohadilla o barra gelificada. Las composiciones se preparan como inyectables, como soluciones o suspensiones
liquidas; formas sélidas adecuadas para solucién o suspensién en vehiculos liquidos antes de su inyeccién. La
preparacién también se puede emulsionar o encapsular en liposomas o microparticulas tales como polilactido,
poliglicélido o copolimero para potenciar el efecto adyuvante, tal como se analiza mas arriba (véase Langer, Science
249, 1527 (1990) y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97-119 (1997). Un inhibidor tal como se describe en
la presente memoria se puede administrar en forma de una preparacién de inyeccién o implante que se puede formular
de tal manera que permita una liberacién mantenida o pulsatil del ingrediente activo.

Tal como se usan en la presente memoria, los “inhibidores tal como se describen en la presente memoria” incluyen,
por ejemplo, inhibidores de rps6; inhibidores de p90S6K o p70S6K; inhibidores SL de RSk p90, o B1; inhibidor de
p70s6K PF; inhibidor de Cam, TF y flufenazina (FLU); el quelante de Ca2+ BABTA, los inhibidores chk2 de CCT y I,
y los inhibidores PerSuc, 221E y ACV; y DB-4-083, DB-4-084, DB-4-088-2, DB-4-088-3, DB-4-086, DB-4-087-2, DB-
4-087-3, DB-4-089, los compuestos de Férmula | y Férmula Il, y derivados y analogos especificos de los mismos
(véanse, por ejemplo, la Figura 5, la Figura 31, |la Figura 32, y la Figura 33, para estructuras).

Las formulaciones adicionales adecuadas para otros modos de administracién incluyen formulaciones orales,
intranasales y pulmonares, supositorios y aplicaciones transdérmicas. Para los supositorios, los aglutinantes y
vehiculos incluyen, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; dichos supositorios pueden formarse a partir de
mezclas que contienen el ingrediente activo en el intervalo del 0.5 % al 10 %, preferiblemente del 1 % al 2 %. Las
composiciones orales pueden incluir excipientes tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén,
estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa y carbonato de magnesio. Estas composiciones toman la forma de
soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacidon sostenida o polvos y
contienen entre un 10 % y un 95 % de ingrediente activo, preferiblemente entre un 25 % y un 70 %.

Un experto en la materia podra determinar la forma apropiada de administrar las composiciones que comprenden al
menos un inhibidor de LSF tal como se describe en la presente memoria en vista del conocimiento general y la
experiencia en la materia.

Regimenes de tratamiento

Otro aspecto de la presente divulgacién se refiere a composiciones para su uso en métodos para el tratamiento de
enfermedades o trastornos, en los que es deseable la inhibicion de la activaciéon de p53 para el tratamiento o la
prevencién de un trastorno ribosémico o una ribosomopatia. El al menos un inhibidor seleccionado de, por ejemplo,
cualquiera o una combinacion de compuestos tales como los inhibidores de moléculas pequefias o proteinas de rps6,
y los de la Figura 33 y de la Férmula | y la Férmula I1).

En una realizacién, la anemia de Diamond-Blackfan (DBA) se trata o previene mediante las composiciones de la
presente invencién con un compuesto tal como se reivindica.

Las dosis eficaces de la composicién que comprende un inhibidor, tal como se describe en la presente memoria, para
el tratamiento de enfermedades o trastornos de proteinas ribosémicas o asociadas con una ribosomopatia dependen
de muchos factores diferentes, incluyendo el medio de administracién, el estado fisiol6gico del individuo, si el individuo
es un ser humano o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es profilactico o terapéutico.
Dependiendo del estado clinico de un individuo, un experto en la materia, por ejemplo un médico, puede ajustar en
consecuencia la dosificacion y la frecuencia de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién a lo largo
del tiempo.

En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosis relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta
que se reduce o detiene la progresién de la enfermedad, o hasta que el individuo muestra una mejoria parcial o
completa de los sintomas de la enfermedad. Después de ello, se puede administrar al individuo un régimen profilactico.
Por ejemplo, los individuos con DBA pueden tratarse con un inhibidor tal como se describe en la presente memoria en
una dosis eficaz en un régimen terapéutico en consecuencia para reducir los niveles de p21 y/o los niveles de p53
hasta un nivel normal, y luego administrarles una dosis de mantenimiento, por ejemplo de forma profilactica. En
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algunas realizaciones, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede administrarse a individuos
antes, simultaneamente o secuencialmente al tratamiento con un corticosteroide, y/o cuando el individuo est4 siendo
sometido a una terapia adyuvante, tal como una transfusién de sangre y/o un trasplante de médula ésea. En algunas
realizaciones, por ejemplo, un individuo con DBA que se selecciona para otros procedimientos terapéuticos o cirugias,
tales como transfusiones de sangre y/o trasplante de médula 6sea, puede someterse a un tratamiento con un inhibidor
tal como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, una composicién farmacéutica de la invencién se puede
administrar antes, durante o después de procedimientos terapéuticos. La via de administracién puede variar con
procedimientos terapéuticos o cirugias y puede ser determinada por un experto en la materia. En otra realizacién mas,
las composiciones y los métodos de la invencién pueden usarse como terapia adyuvante.

En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano y, en realizaciones alternativas, el individuo es un mamifero
no humano. Las dosis de tratamiento se deben valorar para optimizar la seguridad y la eficacia. La cantidad de un
inhibidor depende del estadio de la enfermedad, y de la especie.

En algunas realizaciones se puede administrar un inhibidor a un individuo en una composicién que comprende una
cantidad de un inhibidor de aproximadamente 0.001 a 10 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0.005 a 8
mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0.01 a 6 mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 0.1 a 0.2
mg/kg de peso corporal o de aproximadamente 1 a 2 mg/kg de peso corporal. En algunas realizaciones se puede usar
un inhibidor en una cantidad de aproximadamente 0.1 a 1000 ug/kg de peso corporal o de aproximadamente 1 a 100
Ma/kg de peso corporal o de aproximadamente 10 a 50 ug/kg de peso corporal. En algunas realizaciones, un inhibidor
se puede administrar en una concentracién de aproximadamente 0.001 mg/ml o 0.1 mg/ml 0 a una concentracién mas
alta que 0.1 mg/ml. En realizaciones alternativas, una composicién comprende al menos un inhibidor en una
concentracién de aproximadamente 0.01 pM a 300 pM, o de aproximadamente 0.1 uM a 150 pM, o de
aproximadamente 1 uM a 50 UM, o de aproximadamente 1 pM a 25 pM.

En algunas realizaciones, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede administrarse a un individuo
en una dosis eficaz para aumentar los niveles de células CD71+ en una poblacién de células eritroides obtenida del
individuo en al menos aproximadamente un 1 %, al menos aproximadamente un 2 %, al menos aproximadamente un
3 %, al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %,
al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 40 %, al
menos aproximadamente un 50 % o més del 50 %, en comparacién con la ausencia del inhibidor.

En otra realizacién, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede administrarse a un individuo en
una dosis eficaz para disminuir los niveles de expresién de p21 en células CD34+ presentes en una poblacién de
células eritroides obtenida del individuo en al menos aproximadamente un 1 %, al menos aproximadamente un 2 %,
al menos aproximadamente un 3 %, al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 10 %, al
menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos aproximadamente un 30 %, al
menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos aproximadamente un 60 %, al
menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 90 %, al
menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 98 %, al menos aproximadamente un 99 %, o mas
de un 99 %, en comparacién con la ausencia del inhibidor.

En general, las dosis y los programas de dosificacién eficaces se pueden ajustar en funcién, por ejemplo, del resultado
del tratamiento, tal como si el individuo ha reducido los sintomas de la anemia y/o si se ha reducido al menos uno de
los sintomas asociados con el trastorno de proteinas ribosémicas, como la DBA. De acuerdo con las ensefianzas
proporcionadas en la presente memoria, la eficacia del tratamiento puede controlarse obteniendo una muestra
biolégica de un individuo, por ejemplo una muestra de suero sanguineo, y determinando el nivel de biomarcadores de
la DBA, tal como el porcentaje de células CD71+ en una poblacién de células eritroides y/o el nivel de p21 en células
CD34+, usando métodos bien conocidos en la técnica y los métodos de diagndstico que se describen més adelante
en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la dosis diaria administrada a un individuo en forma de una composiciéon en bolo que
comprende un inhibidor se puede administrar en una dosis Unica, en dosis divididas o en una forma de liberacion
sostenida eficaz para obtener los resultados deseados. La segunda administracién o las posteriores pueden realizarse
en una dosificacion que sea la misma, menor o mayor que la dosis inicial o anterior administrada al individuo. Se puede
administrar una segunda administraciéon o una administracién posterior durante o antes del inicio de la enfermedad.
También entra dentro de los conocimientos de la técnica iniciar las dosis en niveles inferiores a los requeridos para
lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se logre el efecto deseado.

Las composiciones que comprenden al menos un inhibidor tal como se describe en la presente memoria pueden
administrarse por medios parenterales, tépicos, intravenosos, orales, subcutaneos, intraperitoneales, intranasales o
intramusculares para el tratamiento profilactico y/o terapéutico. Por ejemplo, para el tratamiento del cancer, por
ejemplo HCC, una composiciéon farmacéutica que comprende al menos un inhibidor de LSF puede inyectarse
sistémicamente, tal como mediante inyeccion intravenosa, o mediante inyeccién o aplicacion en el sitio relevante, tal
como mediante inyeccion directa en un tumor, o aplicacién directa en el sitio cuando el sitio esta expuesto en una
cirugia. Otras vias de administracion de un inhibidor tal como se describe en la presente memoria son la intramuscular
(i.m.), la intravenosa (i.v.), la subcutanea (s.c.) o la oral, aunque otras vias pueden ser igualmente eficaces. La
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inyeccién intramuscular se realiza con mayor frecuencia en los mulsculos del brazo o la pierna. En algunos métodos,
un inhibidor tal como se describe en la presente memoria se puede administrar como una composicién o dispositivo
de liberacion sostenida, tal como un dispositivo Medipad™.

En algunas realizaciones, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede administrarse
opcionalmente en combinacién con otros agentes que son al menos parcialmente eficaces en el tratamiento de
enfermedades y trastornos de proteinas ribosémicas, tales como transfusiones de sangre, trasplantes de médula ésea
y similares. En otras realizaciones, un inhibidor de la invencién puede administrarse antes, simultdneamente o después
de la administracién de otro agente terapéutico dirigido a otra enfermedad o trastorno, o a un sintoma diferente.

En diversas realizaciones, un inhibidor puede ser un profarmaco que es activado por un segundo agente. Por
consiguiente, en dichas realizaciones, la administracién de dicho segundo agente que activa el profarmaco del
inhibidor en su forma activa se puede administrar al mismo tiempo, simultdneamente con, o antes o después de la
administraciéon de la composiciéon farmacéutica que comprende un inhibidor tal como se describe en la presente
memoria.

En algunas realizaciones, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria se administra a menudo como
composiciones que comprenden un agente terapéutico activo tal como se describe en la presente memoria, y una
variedad de otros componentes farmacéuticamente aceptables. Véase Remington's Pharmaceutical Science (15 ed.,
Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1980). La formulacién de las composiciones depende del modo de
administracién previsto y de la aplicacion terapéutica. Las composiciones también pueden incluir, dependiendo de la
formulacidén deseada, vehiculos o diluyentes no toxicos farmacéuticamente aceptables, que se definen como vehiculos
comUnmente utilizados para formular composiciones farmacéuticas para administracién animal o humana. El diluyente
se selecciona de manera que no afecte a la actividad biolégica de la combinacion. Algunos ejemplos de dichos
diluyentes son agua destilada, solucién salina fisiol6gica tamponada con fosfato, soluciones de Ringer, solucidén de
dextrosa y solucién de Hank. Ademés, la composiciéon o formulacién farmacéutica también puede incluir otros
vehiculos, adyuvantes o estabilizantes no tdxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares. Sin embargo,
algunos reactivos adecuados para la administraciéon a animales pueden no usarse necesariamente en composiciones
para uso humano.

Para la administracidén parenteral, un inhibidor tal como se describe en la presente memoria puede administrarse como
dosis inyectables de una solucién o suspensién de la sustancia en un diluyente fisiol6gicamente aceptable con un
vehiculo farmacéutico que puede ser un liquido estéril tal como aceites acuosos, solucién salina, glicerol o etanol.
Ademas, las composiciones pueden presentar sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, surfactantes, sustancias tampén de pH y similares. Otros componentes de las composiciones
farmacéuticas son los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de
soja y aceite mineral. En general, los glicoles tales como el propilenglicol o el polietilenglicol son vehiculos liquidos
preferidos, particularmente para soluciones inyectables.

La aplicacién tépica puede resultar en una administracién transdérmica o intradérmica. La administracion tépica puede
facilitarse mediante la coadministracion del agente con toxina del cdlera o sus derivados destoxificados o subunidades
de los mismos u otras toxinas bacterianas similares (véase Glenn et al., Nature 391, 851 (1998)). La coadministracion
se puede lograr usando los componentes como una mezcla o como moléculas enlazadas obtenidas por reticulacion
quimica o expresién como una proteina de fusién.

Otro modo de administracion incluye la administracion sistémica. En algunas realizaciones, al menos un inhibidor, tal
como se describe en la presente memoria, puede inyectarse sistémicamente, tal como mediante inyeccién intravenosa,
0 mediante inyeccién o aplicacién en el sitio relevante, tal como la aplicacién directa en el sitio cuando el sitio esta
expuesto en una cirugia. En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica de la invencién puede formularse
en un comprimido y usarse por via oral para administracién sistémica. En diversas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas de la invencién pueden comprender ademas ingredientes no activos (es decir, ingredientes que no
tienen valores terapéuticos para el tratamiento de enfermedades, trastornos o sintomas), tales como vehiculos
fisiolégicamente aceptables.

En diversas realizaciones se contempla especificamente la modificacién de un inhibidor mediante la adicién de un
polimero, por ejemplo usando una unidén covalente a un polimero. En otras realizaciones, un inhibidor puede mezclarse
con o encapsularse en un polimero biocompatible.

En otro aspecto, los polimeros biodegradables o absorbibles pueden proporcionar una liberacién prolongada, a
menudo localizada, de un inhibidor tal como se describe en la presente memoria. Los beneficios potenciales de un
aumento de la vida media o de una liberacién prolongada de un agente terapéutico son evidentes. Un beneficio
potencial de la liberacién localizada es la capacidad de lograr dosis o concentraciones localizadas mucho més altas,
durante periodos de tiempo mayores, en comparacién con una administracién sistémica mas amplia, con el potencial
de evitar los posibles efectos secundarios indeseables que se pueden producir con la administracién sistémica.
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La matriz polimérica bioabsorbible adecuada para la administracién de un inhibidor tal como se describe en la presente
memoria, o sus variantes o fragmentos o derivados, se puede seleccionar entre una variedad de polimeros
bioabsorbibles sintéticos que se describen ampliamente en la bibliografia. Dichos polimeros sintéticos bioabsorbibles
y biocompatibles que pueden liberar proteinas durante varias semanas o meses, pueden incluir, por ejemplo,
polihidroxiacidos (por ejemplo, polilactidas, poligliclidos y sus copolimeros), polianhidridos, poliortoésteres,
copolimeros en bloque segmentados de polietilenglicol y tereftalato de polibutileno (POLYACTIVE™), polimeros
derivados de tirosina o poli(éster-amidas). Los polimeros biocabsorbibles adecuados para su uso en la fabricacién de
materiales de administracion de farmacos e implantes se describen, por ejemplo, en las Patentes de EE. UU. N.°
4.968.317, 5.618.563, entre otras, y en “Biomedical Polymers” editado por S. W. Shalaby, Carl Hanser Verlag, Munich,
Viena, Nueva York, 1994 y en muchas referencias citadas en las publicaciones arriba indicadas. El polimero
bioabsorbible particular que se debe seleccionar dependera del paciente particular que se esté tratando.

Los métodos son Utiles para monitorizar un curso de tratamiento que se administra a un individuo. Los métodos pueden
usarse para monitorizar tanto el tratamiento terapéutico en un individuo sintomético como el tratamiento profilactico en
un individuo asintoméatico.

Un tratamiento administrado a un individuo se considera eficaz si el nivel de expresién de p21 en células CD34+
presentes en una muestra biolégica obtenida del individuo disminuye en al menos aproximadamente un 20 %, al
menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 50 %, al
menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al
menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 98 %,
aproximadamente un 99 % o aproximadamente un 100 % en comparacién con un nivel de referencia o en ausencia
del inhibidor. El nivel de referencia es la medicién de la p21 en células CD34+ presentes en una muestra bioldgica
obtenida del individuo en un punto temporal anterior, por ejemplo a quien no se le han administrado los inhibidores.
Baséandose en el resultado del tratamiento, un experto en la materia puede ajustar en consecuencia la dosificacién y
la frecuencia de administracién usando los métodos y composiciones descritos en la presente memoria.

Para determinar el nivel de expresién de p21 en células CD34+ de una muestra biolégica se puede usar cualquier
inmunoensayo, tal como ELISA o métodos inmunohistoquimicos que se conocen comunmente en la técnica y que
estan incluidos para su uso en la presente invencién.

Ejemplos

Aunque en la practica o el ensayo de la invencién se puede usar cualquier método, dispositivo y material conocidos,
los métodos, dispositivos y materiales a este respecto se describen en la presente memoria.

Los ejemplos presentados en la presente memoria se refieren a métodos y composiciones que comprenden al menos
un inhibidor tal como se describe en la presente memoria para el tratamiento de un trastorno ribosémico o
ribosomapatia, por ejemplo, pero sin limitarse a, DBA.

Materiales y métodos
Manipulacién embrionaria y tratamiento quimico

Los peces se mantuvieron en condiciones de laboratorio aprobadas. Los estudios se realizaron en cepas AB de tipo
silvestre y en hi2903, un mutante insercional en el primer intrén de la proteina ribosémica S29 (rps29). Los embriones
se sometieron a productos quimicos diluidos en E3. Para el cribado, los productos quimicos de las bibliotecas de ICCB
Biomol Known Bioactive, Sigma y Lopac se probaron a diluciones 1:300 del material de la biblioteca. Los compuestos
se probaron en dos experimentos independientes de 20 embriones cada uno, por lo que se puntuaron
aproximadamente 10 embriones mutantes por producto quimico. Los compuestos se diluyeron en DMSO o agua y se
probaron en dosis de 5 a 50 ug/ml, hibridacién in situ y tincién con bencidina.

La hibridacién in situ de montaje completo (ISH) se realiz6 tal como se describe (Thisse y Thisse, 2008). Las sondas
antisentido se sintetizaron a partir de plasmido digerido. La O-dianisidina se realizé tal como se ha descrito
anteriormente (Paffett-Lugassy y Zon, 2005).

Cultivo celular e infeccién

Las células A549 y CD34* se infectaron con ARNhc lentiviral previamente caracterizado dirigido a la RPS19 (Dutt et
al., 2011). A menos que se indique lo contrario, los farmacos se afiadieron un dia después de la infeccion y las células
se recogieron para su anélisis 3-6 dias después de la infeccién.

Citometria de flujo e inmunofluorescencia

Para la medicién de los niveles de proteina basada en citometria de flujo, las células se fijaron en paraformaldehido
al 2 % durante 15 minutos a 37 °C y se afiadié metanol para la incubacién durante la noche a 4 °C. Las células se
incubaron durante una hora en 1: 100 anticuerpos primarios p21 diluidos (Cell Signaling 12D1) seguidos de una hora
en anticuerpo secundario conjugado y anticuerpo conjugado con p53 diluido a 1:50 (Cell Signaling 1C12). La tincidén
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por inmunofluorescencia se realizé tal como se ha descrito anteriormente (Dutt et al., 2011).
Ejemplo 1

Las mutaciones de proteinas ribosémicas son frecuentes en pacientes con anemia de Diamond-Blackfan (DBA), que
tienen aplasia de glébulos rojos y anomalias craneofaciales. Los inventores han caracterizado previamente un mutante
del pez cebra en rps29, una proteina ribosémica en la subunidad pequefia. Los embriones Rps29” tienen defectos
morfoldgicos en la cabeza, asi como una disminucién de células madre hematopoyéticas, hemoglobina y tincién de
marcadores endoteliales. Al igual que otros modelos de DBA, la desactivacion de p53 rescata casi por completo el
fenotipo mutante rps29. Para identificar sustancias quimicas que podrian rescatar el fenotipo mutante rps29, los
inventores realizaron un cribado quimico in vivo. Se descubrié que los inhibidores rescatan fenotipos morfolégicos,
endoteliales y de hemoglobina.

Los mutantes RPS29 del pez cebra tienen fenotipos hematopoyéticos dependientes de p53

El trabajo sobre el pez cebra se ha centrado en el mutante rps29 (Amsterdam et al., 2004). Los inventores han
informado previamente de que los embriones mutantes Rps29 inicialmente tienen defectos hematopoyéticos y
endoteliales (Burns et al., 2009). Los embriones Rps29- tienen un defecto en la especificacion arterial, lo que provoca
una disminucién de las células madre hematopoyéticas y una disminucién de la expresién de flk1 en los vasos
intersegmentarios 24 horas después de la fertilizacion (hpf). La eritropoyesis primitiva se ve afectada especificamente,
ya que los embriones rps29” tienen menos hemoglobina, mientras que la mielopoyesis primitiva no se ve afectada.
Los embriones mutantes rps29 tienen un aumento de la apoptosis, como lo demuestran los cambios en la morfologia
de la cabeza y la tincién de TUNEL. El anélisis de micromatrices demostré una activacién de p53 y sus dianas en el
embrién mutante. Cuando se cruzé una mutacidén p53 con el fondo del mutante rps29, se rescataron todos los fenotipos
hematopoyéticos y apoptdticos. En la presente memoria, los inventores demuestran un papel fundamental de la
activacion de p53 en fenotipos mutantes rps29. Esta caracterizacién del mutante rps29 y la identificacién de un
mecanismo dependiente de p53 se publicaron recientemente en el Journal of Experimental Hematology (Taylor et al.,
2012).

Un andélisis quimico encuentra inhibidores especificos de Chk2 que rescatan defectos de rps29 *

Se realizé un cribado para identificar sustancias quimicas que pudieran rescatar los defectos endoteliales y
morfolégicos del embridn mutante rps29” (Figura 5). En particular, se evalué la capacidad de las quinasas
dependientes de CaM para rescatar embriones mutantes de la rps297. Sorprendentemente, de un gran nimero de
quinasas dependientes de CaM, solo los inhibidores de Chk2 se recuperaron bien y, a continuacion, mediante cribados
de quinasas in vitro (véanse la Figura 12 y la Figura 13), se determin6 que los inhibidores de Chk2 CCT vy Ill son
eficaces mediante la inhibicidn de la RSK y la p70s6k. Se cruzaron peces Rps29*- y se recolectaron embriones para
su tratamiento en la fase de yema (10 hpf). Los embriones se trataron desde la yema hasta las 23 hpf con compuestos
de bioactividad conocida. Tras ser puntuados en cuanto al rescate de la morfologia de la cabeza, los embriones se
fijaron a 24 hpf para la hibridacién in situ y la monitorizacion del rescate de la expresion de la Hb.

El inhibidor de Chk2 CCT rescata la Hb.

El inhibidor de Chk2 Il rescata la Hb:

Se sabe que otras naftalenosulfonamidas inhiben la calmodulina, incluyendo A-7 y W-5, y anteriormente se demostrd
que también rescatan el defecto de vasculatura.
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Ejemplo 2
Algunos derivados especificos de la fenotiazina aumentan la hemoglobina en embriones rps 29-/-

Se realizé un ensayo de bencidina. Para el tratamiento farmacolégico se cruzaron rps29+/- y se recolectaron los
embriones y se trataron con una epibolia del 50 %, aproximadamente 5 horas después de la fertilizacién (hpf). La
tincion con bencidina se realiz6 a 40 hpf tal como se ha descrito anteriormente (Paffett-Lugassy y Zon, 20095). La
Figura 25 muestra el espectacular rescate de la expresion de la Hb y el rescate de la hemoglobina en el pez cebra
rps29-/- de los compuestos ACV y PerSucc. La razén de las diferencias en los niveles de Hb en el control O consiste
en que se trataba de experimentos diferentes y que hay variabilidad en la Hb entre las diferentes nidadas de peces.

Ejemplo 3
Los nuevos derivados de fenotiazina mejoran los defectos eritroides en multiples modelos de DBA

Anteriormente se demostré que los embriones de pez cebra con mutaciones en el gen rps29 (que codifica la proteina
ribosémica S29) modelan DBA (Taylor, A. M. et al.). Existe un subconjunto de pacientes con mutaciones en la RPS29.
Anteriormente se establecié que la RPS29 es un gen causante de DBA (Mirabello, L. ef al.). Al igual que otros modelos
animales de disfuncién de la proteina ribosémica, la desactivacion de la pS3 en el pez cebra rps29-/- rescata el defecto
eritroide. Para encontrar compuestos novedosos que puedan rescatar los fenotipos de DBA, se realizd un anélisis
quimico /in vivo en nuestro modelo de DBA del pez cebra y se descubridé que los inhibidores de la calmodulina (CaM)
bloquean la actividad de la p53 y rescatan el defecto eritroide. La aplicacién de inhibidores de la CaM a células CD34+
humanas deficientes en RPS 19 alivié el bloqueo de la diferenciacién eritroide. Ademas, inyectar el inhibidor de la CaM
aprobado por la FDA, la trifluoperazina (TFP), en un modelo de ratén inducible por DBA (Jaako, P et al.) aumentd
significativamente el nimero de glébulos rojos y los niveles de Hb y redujo la actividad de p53 en la médula 6sea. La
TFP pertenece a una familia de antipsicéticos aprobados por la FDA llamados fenotiazinas. Estos farmacos atraviesan
facilmente la barrera hematoencefalica (BBB) y su uso a largo plazo se asocia con discinesia y efectos extrapiramidales
(Kennedy, P. F. et al.), lo que los hace inapropiados para su uso en nifios. Para superar esta limitacién se utilizé una
biblioteca de nuevos derivados de fenotiazina que potencialmente no cruzaréan la BBB Figura 33. Primero se probaron
los compuestos en embriones de pez cebra rps29-/- para determinar si alguno podria mejorar el defecto eritroide
Figura 34. Se analiz6 el rescate de la Hb en el pez cebra. Se sembré6 una placa de 24 pocillos con 20 embriones por
pocillo y, al 50 % de epibolia, los embriones se trataron con farmaco. A continuacién, los embriones se tifieron para
determinar la hemoglobina (Hb) y se fijaron en PFA al 4 %. Se probaron los ocho compuestos y tres (incluidos en el
recuadro de la figura): 088-2, 088-3 y 089)) pudieron aumentar la Hb en concentraciones méas bajas que la fenotiazina
de control positivo (flufenazina [Flu]) (Figura 35).

Esta bien establecido que las moléculas pequefias activas en el SNC pueden tener efectos neurolégicos inmediatos
(por ejemplo, alteracion de la actividad locomotora (Giacomini, N. J. et al.; y Boehmler, W. et al.) en el pez cebra. El
pez cebra es un excelente modelo in vivo para estudiar la permeabilidad de la BBB, ya que se ha demostrado que la
funcion de su BBB es similar a la de los humanos (Jeong, J. Y. et al.). Para comprobar la permeabilidad de |la BBB de
estos compuestos, se utilizé un ensayo de prueba conductual de alto rendimiento para detectar los compuestos que
pueden afectar a la natacién del pez cebra y, por lo tanto, sugieren la permeabilidad de la BBB. Este ensayo consiste
en colocar un pez cebra 6 dias después de la fertilizacién (dpf) en un pocillo de una placa de 96 pocillos, afiadir
farmaco a cada pocillo y registrar el movimiento durante 1 a 2 horas utilizando un software de analisis de imagenes
automatizado (Rihel, J. et al.). Al probar inicialmente este ensayo con fenotiazinas comerciales, se pudo determinar
estadisticamente si un farmaco aumenta o disminuye el movimiento en comparacién con el tratamiento con DMSO en
la larva del pez cebra (datos no mostrados). Esto permite usar el comportamiento como un indicador para la difusién
por la BBB en un modo de alto rendimiento. Se probaron cuatro derivados novedosos junto con una fenotiazina (Flu)
comercial y un inhibidor de la chk2, como control, que no deberian afectar al comportamiento. De los derivados
seleccionados, tres alteraron el comportamiento (083, 088-3 y 089) y el 089 fue incluso téxico en la dosis mas alta. Un
farmaco, 088-2, no afecté al comportamiento de natacién, lo que sugiere que no entra en el cerebro del pez cebra
(Figuras 36 a 39).

A continuacién se probaron tres derivados en nuestro principal modelo de diferenciacién in vitro humano de DBA. Para
ello se expandieron células mononucleares de sangre periférica CD34+ en cultivo durante 2 dias y se indujo una
deficiencia de proteina ribosémica con un lentirvirus que contenia el ARNhc de la RPS19 (Figura 40). Después de 3
dias, las células se colocan en medios de diferenciacion eritroide con o sin los nuevos derivados y se cultivan durante
5 dias. La diferenciacién eritroide se evallla luego mediante analisis de citometria de flujo para el receptor de
transferrina, CD71+. Los resultados demostraron que tanto el 088-2 como el 089 aumentaron el porcentaje de células
precursoras eritroides en comparacion con las tratadas con DMSO (Figura 41). Ademas, los nuevos derivados
aumentaron el nimero absoluto de eritroides en comparacién con los tratados con DMSO (Figura 41). Estos
resultados demuestran que el nuevo derivado 088-2 mejora el defecto eritroide tanto en embriones de pez cebra rps29-
/- como en un modelo humano in vitro de DBA. A diferencia de los compuestos de fenotiazina precursores, el 088-2
no provoca cambios de comportamiento en el pez cebra, lo que sugiere que el compuesto no entra en el cerebro. En
la Figura 43 se encuentra una tabla que resume la actividad de los compuestos.
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REIVINDICACIONES

Una composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno ribosémico o
ribosomopatia, comprendiendo la composicién un compuesto de fenotiazina, en donde el compuesto de
fenotiazina es un compuesto de la Férmula (1):

en donde:
XesOo0S;

R' es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, ciclilo, heterociclilos, acilo, arilo, heteroarilo, alquilheteroarilo o
alquilarilo;

cada R es independientemente H, halo, alquilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo, CN, OH, NHz,
alquilamino, dialquilamino, COzH, acilo, SH, tioalcoxi, SOzH, o SOsH; y

sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,

en donde cada alquilo, alquenilo, alquinilo, ciclilo, heterociclilo, acilo, arilo, heteroarilo, alquilheteroarilo,
alquilarilo o tioalcoxi, alquilamino, dialquilamino esta opcionalmente sustituido y la cadena principal de
cada uno de los alquilo, alquenilo, alquinilo puede insertarse opcionalmente con uno o mas heteroatomos.

Una composicién para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el compuesto de fenotiazina es un
compuesto de la estructura:

Faci//\\\
# s
N/i
LR
~N

Una composicién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con un trastorno ribosémico o
ribosomopatia, comprendiendo la composicién un principio activo seleccionado entre (i) un compuesto de
fenotiazina, en donde el compuesto de fenotiazina se selecciona entre el grupo que consiste en DB-4-083
(083), DB-4-084 (084); DB-4-088-2 (088-2); DB-4-088-3 (088-3); DB-4-086 (086); DB-4-087-2 (087-2); DB-4-
087-3 (087-3); DB-4-089 (089), que tienen las siguientes estructuras:

NPT TR #5150 13

PN
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(i) un compuesto de fenotiazina, en donde el compuesto de fenotiazina es un compuesto de la Férmula

():

R

&y N
s:\.§ 1

N N~
~

R¥! N R

FORMULA (I1)

\

4

en donde:

cada R?' se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, halo, alquilo, haloalquilo,
CN, OH, NHa, alquilamino, dialquilamino, COzH, acilo, SH, tioalcoxi, SOzH y SOsH; y

sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,

en donde cada alquilo, haloalquilo, alquilamino, dialquilamino, acilo, tioalcoxi est4 opcionalmente
sustituido y la cadena principal del alquilo puede insertarse opcionalmente con uno o mas heteroatomos.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el individuo con un
trastorno ribosémico tiene Anemia de Diamond-Blackfan (DBA) o eritroblastopenia hereditaria; y en donde el
individuo tiene opcionalmente DBA1, DBA2, DBA3, DBA4, DBAS, DBAS, DBA7 o DBAS.

La composicién para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el individuo tiene
una mutacién en la proteina ribosémica 19 (RPS19); o en donde el individuo tiene una mutacién en la proteina
ribosémica seleccionada entre RPS7, RPS10, RPS19, RPS24, PRS26, RPS17, PRS27L RPS29, RPL35A,
PRL5 y PPL11; o en donde el individuo tiene una mutacién en una proteina ribosémica seleccionada entre el
grupo que consiste en: rPL2A, rPL2B, rPL3, rpL4A, rPL4B, rPL7A, rPL7B, rPL10, rPL11, rPL16A, rPL17A,
rPL17B, rPL18A, rPL18B, Rpl19A, rPL19, rPL25, rPL29, rpL31A, rpL31B, rPL36A, rPL40A, rPS1A, rPS6A,
rPS6B, rPS14A, rPS15, rPS19, rPS23B, rPS25A, rPS26B, rPS29, rPS29B y rPS31.

La composicion para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la composicién se
administra con o junto con otro agente terapéutico para tratar el defecto de proteinas ribosémicas,
seleccionado entre el grupo que consiste en: corticosteroides, transfusiones de sangre.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la cantidad eficaz
aumenta el nimero de células eritroides CD71+ o los niveles de hemoglobina en el individuo.

La composicién para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el individuo tiene
un sintoma de anemia macrocitica 0 anomalias craneofaciales; o un sintoma de médula 6sea displasica; o
un sintoma seleccionado entre: insuficiencia pancreética, disfuncién de la médula 6sea, deformidades
esqueléticas; o un sintoma de deformidades craneofaciales.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la ribosomopatia
es mielodisplasia, mielodisplasia 5q, sindrome de Shwachman-Diamond o Sindrome de Treacher Collins.

La composicién para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el individuo tiene
una mutacién en Rps14 o una disminucién en la expresién de Rps14, una mutaciéon en Shds o una mutacién
en TCOF1 (nucleolar).
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