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OPIS

[0001] Niniejszy wynalazek dotyczy zwigzkéw posiadajgcych potencjalnie terapeutyczne zastosowanie do
leczenia zaburzen zwigzanych ze stresem nieprawidtowego fatdowania biatek i zwtaszcza z gromadzeniem
nieprawidtowo sfatfdowanych biatek. W szczeg6lnosci przedmiotem wynalazku sg zwigzki zdolne do
wykazywania dziatania ochronnego przeciwko cytytoksycznemu stresowi siateczki srodplazmatycznej (ER).
Tto wynalazku

[0002] Zwigzek 2-(2,6-dichlorobenzylideno)hydrazynokarboksyimidamid, takze referowany jako guanabenz,

jest alfa agonistg typu alfa-2 stosowanym jako lek przeciwnadcisnieniowy.
Cl
NH,

\N/N\
cl WN;Z
Guanabenz

[0003] Dotychczas zgtoszono takze inne pochodne guanabenzu. Na przykiad, w patencie US 3,982,020
(Sandoz, Inc.) ujawniono podstawione benzylidenohydrazyny iich zastosowanie jako $rodkéw
hipoglikemicznych-antyhiperglikemicznych, przeciw otytosci iprzeciwzapalnych. W US 2004/0068017
(Bausch & Lomb Inc.) ujawniono podstawione benzylidenohydrazyny, ktére moga zwiekszaé aktywnosé
zelatynazy A w komérkach oka. Czasteczki znajdujg zastosowanie do leczenia jaskry pierwotnej z otwartym
katem przesaczania. W zgtoszeniu WO 2008/061647 (Acure Pharma AB) ujawniono zastosowanie N-(2-
chloro-3,4,-dimetoksybenzylidenoamino)guanidyny jako inhibitora VEGFR i jej zwigzane zastosowanie do
leczenia lub zapobiegania niepozgdanego tworzenia naczyn krwionosnych w przebiegu wzrostu guza i/albo
w stanach zapalnych. W zgtoszeniu WO 2005/031000 (Acadia Pharmaceuticals, Inc.) ujawniono
podstawione benzylidenohydrazyny iich zastosowanie do leczenia ostrego bolu oraz przewlekiego bolu
neuropatycznego. W koncu w EP 1908464 (CNRS) ujawniono guanabenz ichloroguanabenz oraz ich
zastosowanie do leczenia choréb zwigzanych z ekspansja poliglutaminowsg, w tym choroby Huntingtona.
[0004] Ostatnio odnotowano, ze guanabenz posiada potencjat terapeutyczny w wielu innych zaburzeniach.
Guanabenz zostat przedstawiony jako posiadajgcy aktywnosc¢ przeciw prionowg (D. Tribouillard-Tanvier i in.,
2008 PLoS One 3, e1981). Odnotowano, ze jego aktywnos¢ ochronna przeciwko nieprawidtowemu
fatdowaniu biatek jest zaskakujaco duzo szersza i obejmuje ttumienie gromadzenia zmutowanej huntingtyny
w testach komédrkowych (WO 2008/041133) oraz ochrone przeciwko $miercionosnym skutkom ekspresiji
podatnym na nieprawidtowe fatdowanie u mutanta Insulin Akita siateczki srédplazmatycznej (ER) komoérek
beta trzustkowych Min6 i INS-1 (P. Tsaytler, H. P. Harding,D. Ron i A. Bertolotti, Science, 332, 1 April 2011,
91-94).

[0005] Guanabenz takze wykazywat promowanie przezycia komorek Hela narazonych na inny
cytotoksyczny stres ER indukowany przez inhibitor N-glykozylacji tunikamycyne, w sposéb zalezny od dawki
(P. Tsaytler, H. P. Harding,D. Ron i A. Bertolotti, Science, 332, 1 April 2011, 91-94). llosciowa ocena
przezycia komorek dowodzi, ze guanabenz podwaja liczbe komorek przezywajagcych stres ER ze Srednim
skutecznym stezeniem ~ 0,4 uM. Ani agonista receptora a2-adrenergicznego klonidyna, ani antagonista
receptora a2-adrenergicznego efaroksan nie ochraniali komérek przed stresem ER, a efaroksan nie
kolidowat z ochronnym dziataniem guanabenzu (P. Tsaytler, H. P. Harding, D. Ron i A. Bertolotti, Science,
332, 1 April 2011, 91-94). Te obserwacje pokazujg, ze guanabenz ratuje komérki przed smiertelnym stresem

ER poprzez mechanizm niezalezny od receptora a2-adrenergicznego. Guanabenz chroni komérki przed

1
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réznym $miercionosnym gromadzeniem nieprawidtowo sfaldowanych biatek poprzez wigzanie do
regulatorowej podjednostki biatka fosfatazy 1, PPP1 R15A (GADD34), selektywnie zaktdcajac indukowang
stresem defosforylacje podjednostki a czynnika 2 inicjacji translacji (elF2a). Guanabenz ustala predkosc
translacji w komérkach poddanych stresowi na poziomie podatnym na dziatanie dostepnych chaperonéw,
tak aby przywréci¢ homeostaze biatek. Odnotowano, ze Guanabenz nie wigze sie do konstytutywnego PPP1
R15B (CReP) i dlatego nie hamuje translatcji komérek nie poddanych stresowi. (P. Tsaytler, H. P. Harding,
D. Ron i A. Bertolotti, Science, 332, 1 April 2011, 91-94).

[0006] Niepowodzenie stabilizacji proteostazy ER przez montowanie adekwatnej odpowiedzi na
niesfatdowane biatka (UPR) jest rozpoznawane jako czynnik przyczyniajgcy sie do wielu stanéw
patologicznych. Zatem czasteczki tu opisane, ktére hamujg fosfataze elF2a w celu dostosowania syntezy
biatek, mogg by¢ terapeutycznie korzystne w ogromnej liczbie choréb spowodowanych przez stres
nieprawidtowego fatdowania biatek, a w szczegélnosci z powodu gromadzenia nieprawidtowo sfatdowanych
biatek. W CA958018 i WO 93/03714 ujawniono pochodne benzylidenoguanidyny.

[0007] Niniejszy wynalazek dostarcza zwigzkéw alternatywnych opartych na rdzeniu struktury guanabenzu,
ktére majg potencjalnie terapeutyczne zastosowania do leczenia zaburzehn zwigzanych z nieprawidtowym
faldowaniem biatek i w szczego6lnosci z gromadzeniem nieprawidiowo sfatfdowanych biatek.

Streszczenie wynalazku

[0008] W pierwszym aspekcie wynalazek dotyczy zwigzku o wzorze (l), lub jego farmaceutycznie

dopuszczalnej soli,

R4 3
« M
T| AN - \( R, N
Y. N
\x/ R, R,

w ktorym:

R1 oznacza alkil, Cl, F lub Br;

Rz oznacza H lub F;

Rs jest wybrany z H i alkilu;

R4 jest wybrany z H i C(O)Re;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktéra jest ewentualnie podstawiona przez
jedna lub wiecej grup Rio;

Re jest wybrany sposréd Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Re sa niezaleznie wybrane sposrod alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu i aryl, przy
czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy Ri1o jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, CN, COO-alkilu, aralkilu, SO2z-alkilu, SO2-arylo
COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NHz, NH-alkilu, N(alkil)2, CFs, alkilu i alkoksy;

X'i Z oznaczajg niezaleznie CR11, 1Y jest wybrany z CRi1i N; R11 oznacza H lub F;

do zastosowania do leczenia zaburzen zwigzanych ze stresem nieprawidtowego fatldowania biatek
i zwtaszcza z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek, i w szczego6lnosci z gromadzeniem

nieprawidtowo sfatdowanych biatek, wybranych sposrod neuropatii Charcot-Marie- Tootha; ostrego zespotu
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Dejerine-Sottasa; chorob siatkdwki, zwtaszcza retinopatii barwnikowej, ciliopatii siatkdéwki, degeneracji
plamki z6ttej lub retinopatii cukrzycowej oraz ALS.

[0009] Wczesniejsze badania wskazywaty, ze grupa arylowa musi by¢ co najmniej dwu-podstawiona aby
dostarcza¢ zwigzki wykazujace uzyteczng aktywnos$¢ farmakologiczng (zob.na przyktad, D. Tribouillard-
Tanvier iin., PLoS One 3, e1981 (2008) oraz EP1908464A, CNRS). Jednakze, przeciwnie do wynikow
wczesniejszych badan, obecnie zgtaszajgcy niespodziewanie stwierdzit, ze pochodne arylowe mono-
podstawione sg réwniez aktywne.

[0010] Ponadto, zwigzki o wzorze (I) jak okreslono powyzej, korzystnie nie wykazujg aktywnosci wobec
receptora adrenergicznego a2A w poréwnaniu do zwigzkéw ze stanu techniki, takich jak guanabenz (Fig. 4).
Ta utrata aktywnosci alfa-2 adrenergicznej czyni te zwigzki terapeutycznie uzyteczne do leczenia zaburzen
zwigzanych ze stresem nieprawidtowego fatdowania biatek a zwlaszcza z gromadzeniem nieprawidtowo
sfatdowanych biatek, takich jak choroba Charcot Marie Tootha (CMT), choroby siatkowki, szczegdlnie
retinopatii barwnikowej (RP), choroby Alzheimera, choroby Parkinsona (PD), stwardnienia zanikowego
bocznego (ALS), choroby Huntingtona, tauopatii, choroby prionowej, cukrzycy, szczegdlnie cukrzycy typu 2
i raka. Brak aktywnosci alfa-2 adrenergicznej oznacza, ze zwigzki o wzorze (I) mozna podawac¢ w dawkach
odpowiednich do traktowania wymienionych powyzej chorob, bez zadnego znaczacego wptywu na cisnienie
Krwi.

[0011] W drugim aspekcie wynalazek dotyczy zwigzku o wzorze (I1), lub jego farmaceutycznie dopuszczalne;j

soli,
R, R
« N A
e ~
T| X N \( R4 (I
Y. P N
\x R, \RS
w ktorym:

R1 oznacza alkil, Cl, F lub Br;

Rz oznacza H lub F;

Rs jest wybrany z H i alkilu;

R4 jest wybrany z H i C(O)Re;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktéra jest ewentualnie podstawiona przez
jedna lub wiecej grup Rio;

Re jest wybrany sposréd Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Ro sg niezaleznie wybrane sposrod alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu, arylu
i heteroarylu, przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

Kazdy Rio jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, CN, COO-alkilu, aralkilu, SO2-alkilu, SOz-arylo
COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NHz, NH-alkilu, N(alkilu)2, CFs, alkilu i alkoksy;

X'i Z oznaczajg niezaleznie CR11, i Y oznacza N;

R11 oznacza H lub F.

[0012] W trzecim aspekcie wynalazek dotyczy zwigzku o wzorze (lll), lub jego farmaceutycznie

dopuszczalnej soli,
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M A
T "
Y. N
\x/ R, \R5

w ktérym:

R1 oznacza alkil, Cl, F lub Br;

R2 oznacza H lub F;

Rs jest wybrany z H i alkil;

R4 oznacza C(O)Res;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktora jest ewentualnie podstawiona przez
jedng lub wiecej grup Rio;

Re jest wybrany sposrod Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Ro sg niezaleznie wybrane sposréd alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklu, arylu
i heteroarylu, przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy Ri1o jest niezaleznie wybrany sposrdd fluorowca, OH, CN, COO-alkilu, aralkilu, SO2-alkilu, SOz-arylo
COCQOH, CO-alkilu, CO-arylu, NHz, NH-alkilu, N(alkil)2, CFs, alkilu i alkoksy;

X'i Z kazdy oznacza niezaleznie CR11, i Y jest wybrany z CR11 i N; i

Ri1 oznacza H lub F.

[0013] W czwartym aspekcie wynalazek dotyczy zwigzku o wzorze (IV), lub jego farmaceutycznie

dopuszczalnej soli,

Ry 3
M
‘T‘| N e ‘ g, "
Y o N
Ny R, R,

w ktorym:

R1 oznacza alkil lub Br;

R2 oznacza H;

Rs jest wybrany z H i alkil;

R4 jest wybrany z H i C(O)Re;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktora jest ewentualnie podstawiona przez
jedna lub wiecej grup Rio;

Re jest wybrany sposréd Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Re sg niezaleznie wybrane sposrdod alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu i arylu,
przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy Ri1o jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, CN, COO-alkilu, aralkilu, SO2z-alkilu, SO2-arylo
COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NHz, NH-alkilu, N(alkilu)2, CFs, alkilu i alkoksy;

Xi Z kazdy oznacza CH i Y oznacza CRiy1;

R11 oznacza H lub F.
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[0014] W dalszym aspekcie wynalazek dotyczy kompozycji farmaceutycznych zawierajagcych zwigzek
o wzorze (I1), (1) lub (IV) jak opisano powyzej, z domieszkg odpowiednich farmaceutycznie dopuszczalnych
rozcienczalnika, substancji pomocniczej lub nosnika.

Szczegotowy opis

[0015] Jak stosuje sie w niniejszym opisie okreslenie ,alkil” obejmuje zaréwno nasycone prostotancuchowe
jak irozgatezione grupy alkilowe, kiére mogg by¢ podstawione (mono- lub poli-) lub niepodstawione
Korzystnie grup alkilowa oznacza grupe Ci-20 alkilowa, bardziej korzystnie C1.15, jeszcze bardziej korzystnie
grupe Ci1-12 alkilowa, jeszcze bardziej korzystnie grupe Ci-s alkilowa, bardziej korzystnie grupe C1-3 alkilowa.
Szczegolnie korzystne grupy alkilowe obejmujg, na przyktad, metyl, etyl, propyl, izopropyl, butyl, izobutyl,
tert-butyl, pentyl i heksyl. Odpowiednie podstawniki obejmujg, na przyktad, jedng lub wiecej grup RT™.
Korzystnie grupa alkilowa jest niepodstawiona.

[0016] Jak stosuje sie w niniejszym opisie okreslenie ,cykloalkil” odnosi sie cyklicznej grupy alkilowej, ktéra
moze by¢ podstawiona (mono- lub poli-) lub niepodstawiona. Korzystnie grupa cykloalkilowa oznacza grupe
Cas-12 cykloalkilowa. Odpowiednie podstawniki obejmuja, na przykfad, jedng lub wiecej grup R1°.

[0017] Jak stosuje sie w niniejszym opisie okreslenie ,alkenyl” odnosi sie do grupy zawierajacej jedno lub
wiecej wigzan podwojnych wegiel-wegiel, ktéra moze by¢ rozgateziona lub nierozgateziona, podstawiona
(mono- lub poli-) lub niepodstawiona. Korzystnie grupa alkenylowa oznacza grupe Cz-20 alkenylowa, bardziej
korzystnie grupe C2-15 alkenylowa, jeszcze bardziej korzystnie grupe C2-12 alkenylowa, lub korzystnie grupe
C26 alkenylowa, bardziej korzystnie grupe C2-3 alkenylowg. Odpowiednie podstawniki obejmuja, na przyktad,
jedng lub wiecej grup R0 jak okreslono powyzej. Okreslenie ,cykliczny alkenyl” ma byé rozumiany
odpowiednio.

[0018] Jak stosuje sie w niniejszym opisie okreslenie ,aryl” odnosi sie do Ce-12 grupy aromatycznej, ktéra
moze by¢ podstawiona (mono- lub poli-) lub niepodstawiona. Typowe przyktady obejmujg fenyl i naftyl etc.
Odpowiednie podstawniki obejmujg, na przyktad, jedna lub wiecej grup R°.

[0019] Jak stosuje sie w niniejszym opisie, okreslenie ,heterocykl” (takze referowane tu jako ,heterocyklil”
i ,heterocykliczny”) odnosi sie do podstawionej (mono- lub poli-) lub niepodstawionej nasyconej,
nienasyconej lub czesciowo nienasyconej grupy cyklicznej zawierajagcej jeden lub wiecej heteroatoméw
wybranych sposréd N, O i S, i ktéra ewentualnie ponadto zawiera jedng lub wiecej grup CO. Odpowiednie
podstawniki obejmuja, na przyktad, jedng lub wiecej grup R'0. Okreslenie ,heterocykl” obejmuje zaréwno
grupy heteroarylowe jak i grupy heterocykloalkilowe, jak opisano powyzej.

[0020] Jak stosuje sie w niniejszym opisie, okreslenie ,heteroaryl” odnosi sie grupy Cz12 aromatycznej,
podstawionej (mono- lub poli-) lub niepodstawionej, ktéra zawiera jeden lub wiecej heteroatomow.
Korzystnie grupa heteroarylowa oznacza grupe Cs.12 aromatyczng zawierajgcg jeden lub wiecej
heteroatoméw wybranych sposréod N, O i S. Odpowiednie grupy heteroarylowe obejmujg pirol, pirazol,
pirymidyne, pirazyne, pirydyne, chinoline, tiofen, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, tiazol, oksazol, izo-tiazol, izo-
oksazol, imidazol, furan i podobne. Ponownie, odpowiednie podstawniki obejmujg, na przykfad, jedng lub
wiecej grup R0,

[0021] Jak stosuje sie w niniejszym opisie, okreslenie ,heterocykloalkil” odnosi sie do podstawionej (mono-
lub poli-) lub niepodstawionej cyklicznej grupy alifatycznej, ktéra zawiera jeden lub wiecej heteroatoméw.
Korzystne grupy heterocykloalkilowe obejmuja piperydynyl, pirolidynyl, piperazynyl, tiomorfolinyl i morfolinyl.
Bardziej korzystnie, grupa heterocykloalkilowa jest wybrany sposréd N-piperydynylu, N-pirolidynylu, N-
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piperazynylu, N-tiomorfolinylu i N-morfolinylu. Ponownie, odpowiednie podstawniki obejmuja, na przykiad,
jedng lub wiecej grup R1°.

[0022] Jak stosuje sie w niniejszym opisie, okreslenie ,aralkil” obejmuje, ale nie ogranicza sie do niej, grupe
posiadajacg zaréwno funkcjonalno$¢ arylu jak ialkilu. Tytutem przyktadu, okreslenie obejmuje grupy,
w ktorych jeden z atomdéw wodoru grupy alkilowej jest zastgpiony przez grupe arylowa, np. grupe fenylowa
ewentualnie posiadajagca jeden lub wiecej podstawnikéw, takich jak halo, alkil, alkoksy, hydroksy i podobne.
Typowe grupy aralkilowe obejmujg benzyl, fenetyl i podobne.

[0023] W jednym korzystnym wykonaniu, R+ oznacza CI, Br, Me lub F, bardziej korzystnie, Cl.

[0024] W jednym korzystnym wykonaniu, R2 oznacza H.

[0025] W jednym korzystnym wykonaniu, Y oznacza CRii.

[0026] W jednym korzystnym wykonaniu, Y oznacza N.

[0027] W jednym korzystnym wykonaniu, Rs i R4 oba oznaczajg H.

[0028] W jednym korzystnym wykonaniu, Rs oznacza H i R4 oznacza C(O)Re.

[0029] W jednym korzystnym wykonaniu, Re 0znacza alkil lub alkoksy, bardziej korzystnie, Me lub OMe.
[0030] W jednym korzystnym wykonaniu, R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocykliczznej, ktéra
jest ewentualnie podstawiona przez jedna lub wiecej grup Rio.

[0031] W jednym korzystnym wykonaniu, wspomniany zwigzek ma wzor (la), lub jego farmaceutycznie

dopuszczalna sol,

R4 R,
N H rL 0]
7 \ N/
I | 12)
N A N A
\x R, SN Rio

w ktérym Ri, Rz, Rs i R1o sg takie jak okreslono powyze;.

[0032] W jednym szczegOlnie korzystnym wykonaniu, zwigzek o wzorze (I) jest wybrany sposrod

nastepujacych:
cl
N _NH
Przykiad 1 s S \(“
e NH

H
s N __NH
RN - s
Przykfad 2 (J\(\N Y
\/ NH,
F
s N_ _nNH
Przyktad 3 I

H
N NH
Przykiad 4 ' hd
NH
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i ich farmaceutycznie dopuszczalnych soli.

[0033] W jednym zwtaszcza korzystnym wykonaniu, zwigzek o wzorze (1) jest wybrany sposréd przyktadu 1,
3, 6 15, jak przedstawiono powyzej.

[0034] Jeszcze bardziej korzystnie, zwigzek o wzorze () jest wybrany z przyktadu 1 i przyktadu 15, bardziej
korzystnie z przyktadu 1, to znaczy zwigzku 1-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]-guanidyny.

Zwigzki

[0035] W jednym aspekcie wynalazek dotyczy zwigzkéw o wzorach (I1), (Ill) lub (IV), lub ich farmaceutycznie
dopuszczalnych soli, jak okreslono powyzej. W korzystnym aspekcie wynalazek wykorzystuje mutatis
mutandis. Szczegdblnie korzystne zwigzki dla tego aspektu obejmuja przyktady 7, 8, 9, 13i 16 jak tu opisano.

Zastosowania terapeutyczne

[0036] Zgtaszajgcy wykazat, ze zwigzki o wzorze (l) posiadajg potencjalne terapeutyczne zastosowania do
leczenia zaburzen zwigzanych z gromadzeniem nieprawidiowo sfatdowanych biatek. W szczegdlnosci
pokazano, ze zwigzki o wzorze (1) majg ochronne dziatanie przeciwko cytotoksycznemu stresowi siateczki
srodplazmatycznej (ER) i zaburzeniom zwigzanym z wiekiem.

[0037] W jednym aspekcie wynalazek dotyczy zastosowania zwigzku o wzorze (1) jak okreslono powyzej, do
wytwarzania leku do leczenia zaburzenia zwigzanego ze stresem nieprawidtowego fatdowania biatek,

i w szczegolnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek, jak okreslono powyze;j.



EP 2 943 467 B1

[0038] Jak stosuje sie w niniejszym opisie, fraza ,wytwarzanie leku” obejmuje zastosowanie jednego lub
wigcej powyzej opisanych zwigzkéw bezposrednio jako leku poza jego zastosowaniem w programie
monitorowania innego srodka czynnego albo na dowolnym etapie wytwarzania takiego leku.

[0039] Ujawniono rowniez sposéb leczenia zaburzenia zwigzanego ze stresem nieprawidtowego fatdowania
biatek i w szczeg6lnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek u podmiotu, ktory tego
potrzebuje, przy czym wspomniany sposéb obejmuje podawanie terapeutycznie skutecznej ilosci zwigzku
o wzorze (l), jak okreslono powyzej, wspomnianemu podmiotowi.

[0040] Okreslenie ,sposdb” odnosi sie do postepowania, srodkéw, technik i procedur w celu zrealizowania
podanego zadania wigczajgc, ale nie ograniczajac sie do nich, takie postepowanie, $rodki, techniki
i procedury, ktére sg znane albo tatwe do opracowania na podstawie znanych postepowan, srodkéw, technik
i procedur przez specjalistow w dziedzinie chemii, farmakologii, biologii, biochemii i medycyny.

[0041] W niniejszym dokumencie okreslenie ,eczenie” obejmuje znoszenie, znaczace hamowanie,
spowolnienie lub odwrdcenie progresji choroby lub zaburzenia, znaczace ztagodzenie objawéw klinicznych
choroby lub zaburzenia lub znaczace zapobieganie pojawienia sie objawow klinicznych choroby lub
zaburzenia.

[0042] Okreslenie ,ilos¢ terapeutycznie skuteczna” odnosi sie do takiej ilosci podawanego zwigzku, ktéra
bedzie tagodzi¢ do pewnego zakresu jeden lub wiecej objawdw zaburzenia lub choroby poddanych leczeniu.
[0043] Odpowiedz na niesfatdowane biatka (ang. unfolded protein response, w skrocie UPR) jest
komponentg systemu obrony komorkowej przeciwko nieprawidtowemu sfatdowaniu biatek, ktora
dostosowuje fatdowanie w siateczce $rédplazmatycznej (ER) do zmiany warunkéw. UPR jest aktywowana
w odpowiedzi na gromadzenie niesfatdowanych lub nieprawidtowo sfatdowanych biatek w Swietle przewodu
siateczki srodplazmatycznej. W tym opisie UPR ma dwa gtéwne cele: (i) przywrdécenie prawidtowej funkcji
komérki poprzez zatrzymanie translacji biatka, oraz (ii) aktywowanie szlakéw sygnatowych, ktére prowadza
do zwiekszonego wytwarzania chaperonéw komoérkowych zaangazowanych w fatdowanie biatek. Jesli te
cele nie sg osiagniete w pewnych ramach czasowych lub zaktécenie sie przedtuza, UPR dazy do apoptozy.
[0044] Promotorowymi komponentami UPR sg rezydujgce w ER biatka transbtonowe IRE1, ATF6, i PERK,
ktére bedac sensorami wad faldowania przeprogramowujg transkrypcje itranslacje w sposob
skoordynowany iprzywracajg proteostaze. Aktywowane IRE1 i ATF6 wzmacniajg transkrypcje genow
zaangazowanych w fatdowanie ER, takich jak te kodujgce chaperony BiP i GRP94. Aktywowany PERK ttumi
globalng synteze biatek poprzez fosforylacje podjednostki czynnika 2 inicjacji translacji (elF2a) w Ser51
promujgc translacje czynnika transkrypcji ATF4. Ten ostatni kontroluje ekspresje CHOP, innego czynnika
transkrypcii, ktéry z kolei promuje ekspresje PPP1 R15A/GADD34. PPP1 R15A, efektor petli ujemnego
sprzezenia zwrotnego, co kohnczy sygnatowanie UPR rekrutuje katalityczna podjednostke fosfatazy biatkowej
1 (PP1c) do defosforylacji elF2a, umozliwiajgc wznowienie syntezy biatek. Defekt UPR przyczynia sie do
wielu stanéw patologicznych, co moze by¢ skorygowane przez odpowiednie zwigekszenie tej adaptacyjnej
odpowiedzi. Selektywne inhibitory indukowanej stresem elF2a fosfatazy PPP1 R15A-PP1 opd6zniaja
defosforylacje elF2a i w konsekwencji selektywng synteze biatek w komoérkach poddanych stresowi, bez
wptywu na synteze biatek w komérkach nie poddanych stresowi. Przedtuza to korzystne dziatanie UPR.
Przejsciowe zmniejszenie syntezy biatek jest korzystne w komorkach poddanych stresowi, poniewaz
zmniejsza strumien syntetyzowanych biatek zwiekszajgc dostepnos¢ chaperonéw i chroni przed stresem
nieprawidtowego fatdowania biatek (P. Tsaytler, H. P. Harding, D. Ron i A. Bertolotti, Science, 332, 1 April

2011, 91-94). Nieselektywne inhibitory 2 fosfataz elF2a moga mie¢ niepozagdane dziatania, tak jak trwate
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hamowanie translacji jest szkodliwe. W rzeczywistosci ablacja genetyczna zaréwno PPP1 R15A jak i PPP1
R15B skutkuje wczesno embrionalng $miertelnoscig u myszy wskazujgc, ze hamowanie dwéch fosfataz
elF2a PPP1 R15A-PP1 i PPP1 R15B-PP1 jest szkodliwe dla organizmdw. Przeciwnie genetyczna ablacja
PPP1 R15A nie wywotuje szkodliwych konsekwencji u myszy (Harding i in., 2009, Proc Natl Acad Sci USA,
106, 1832-1837). Ponadto przewiduje sie, ze specyficzne inhibitory PPP1 R15A sg obojetne w komérkach
nie poddanych stresowi, tak jak PPP1 R15A nie ulegaja ekspresji przy braku stresu. Zatem przewiduje sie,
ze selektywne inhibitory PPP1 R15A sg bezpieczne. Nieselektywne inhibitory dwéch fosfataz elF2a mogag
by¢ réwniez uzyteczne w leczeniu choréb z nieprawidtowym fatdowaniem biatek, gdy stosowane w dawkach,
ktdre skutkujg jedynie czesciowym hamowaniem fosfataz.

[0045] Cytoprotekcje przeciwko stresowi ER mozna ocenia¢ stosujac odpowiednie testy. Na przyktad,
cytoprotekcje mozna ocenia¢ w komérkach Hela, w ktérych stres ER ujawnia sie po dodaniu srodowiska
zawierajgcego tunikamycyne, mieszanine homologiczng nukleozydowych antybiotykéw, ktéra hamuje UDP-
HexNAc: poliprenol-P HexNAc-1-P rodzine enzymoéw ijest stosowany w celu wywotania odpowiedzi na
niesfatdowane biatka. Zywotno$¢ komorek mozna wykrywaé w obecnosci lub przy braku zwigzkéw
inhibitoréw po uptywie okreslonego czasu przez pomiar redukcji WST-8 do formazanu stosujac standardowy
zestaw do pomiaru zywotnosci komérek (taki jak Cell Viability Counting Kit-8 from Dojindo). Cytoprotekcje
przeciwko stresowi ER wyraza sie jako procentowy wzrost zywotnych komoérek (w odniesieniu do kontroli) po
stresie ER. Dalsze szczegéty odpowiedniego testu sg przedstawione w czesci obejmujacej zatgczone
przyktady.

[0046] W korzystnym wykonaniu zwigzek o wzorze (I) moze przediuzaé dziatania ochronne UPR w stosunku
do kontroli (to znaczy przy braku zwigzku inhibitora ) o co najmniej 20 %, bardziej korzystnie, co najmniej 30
%, jeszcze bardziej korzystnie, co najmniej 40 %, co najmniej 50 %, co najmniej 60%, co najmniej 70 %, co
najmniej 80 %, jeszcze bardziej korzystnie, co najmniej 90 %.

[0047] Zgtaszajgcy wykazat, ze zwigzki o wzorze (l) stanowig inhibitory interakcji PPP1 R15A-PP1, co
indukuje dziatanie ochronne. Korzystnie, zwigzek wykazuje dziatanie ochronne z ECso nizszym niz okoto 5
UM, jeszcze bardziej korzystnie, nizszym niz okoto 2 uM, bardziej korzystnie, nizszym niz okoto 1 pM.
Zwigzek powinien by¢ pozbawiony dziatania alfa2 adrenergicznego. Zatem w jednym korzystnym wykonaniu
zwigzek nie wykazuje zadnego dziatania w funkcjonalnym tescie alfa-2-adrenergicznym.

[0048] Zgtaszajacy ponadto wykazat, ze niektdre zwigzki o wzorze (1) selektywnie hamujg PPP1 R15A-PP1,
a zatem przedtuzajg dziatanie ochronne UPR, tak aby uwalnia¢ komérki od stresu nieprawidiowego
faldowania biatek. Inhibitory PPP1 R15A-PP1 opisane w niniejszym opisie patentowym zatem majg
terapeutyczne zastosowanie do leczenia wielu chorob zwigzanych ze stresem nieprawidtowego fatdowania
biatek i zwtaszcza z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek.

[0049] W jednym wykonaniu zwigzek o wzorze (I) moze hamowaé PPP1 R15A i PPP1 R15B.

[0050] W korzystnym wykonaniu zwigzek o wzorze (I) moze selektywnie hamowa¢ PPP1 R15A bardziej niz
PPP1 R15B.

Jak ujawniono zwigzek o wzorze (I) ma zastosowanie do leczenia chor6b neurodegeneracyjnych,
szczegolnie, gdzie odgrywa role gromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek (Brown iin., 2012,
Frontiers in Physiology, 3, Artykut 263).

W jednym korzystnym wykonaniu zwigzek o wzorze (l) ma zastosowanie do leczenia zaburzeh wybranych
sposrdd Charcot Marie Tooth, ostrego zespotu Dejerine-Sottas (Voermans i in., 2012, J Peripher New Syst,

17(2), 223-5), chordb siatkowki (takich jak retinopatia barwnikowa, ciliopatie siatkdéwki, degeneracja plamki
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z6itej lub retinopatia cukrzycowa, ale nie ograniczajacych sie do nich) oraz stwardnienia zanikowego
bocznego (ALS).

[0051] Ujawniono rowniez zwigzek o wzorze (l), jak okreslono powyzej, do zastosowania do leczenia
zaburzen zwigzanych ze szlakiem fosforylacji elF2a, gdzie odgrywa role gromadzenie nieprawidtowo
sfatdowanych biatek. Korzystnie zaburzenie stanowi choroba lub zaburzenie, w ktérej zaangazowana jest
PPP1 R15A. Przyktady takich zaburzen obejmujg choroby zwigzane z nieprawidtowym fatdowaniem biatek,
takie jak, ale nie ograniczone do nich, Charcot Marie Tooth, ostry zespét Dejerine-Sottas i retinopatie
barwnikows.

[0052] Ujawniono rowniez zwigzek o wzorze (l), jak okreslono powyzej, do zastosowania do leczenia choréb
wywotanych przez, zwigzanych z, lub w ktérych zaangazowana jest fosforylacja elF2a i/albo aktywnosc
PPP1 R15A, gdzie odgrywa role gromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek.

[0053] Ujawniono rowniez zwigzek o wzorze (l), jak okreslono powyzej, do zastosowania do leczenia
zaburzen UPR, takich jak starzenie, ale bez ograniczania sie do niego (Naidoo iin., 2008, J Neurosci, 28,
6539-48).

Jak stosuje sie w niniejszym opisie ,choroba lub zaburzenie, w ktérej zaangazowana jest PPP1 R15A”
odnosi sie do choroby lub zaburzenia charakteryzujgcego sie nieprawidtowg aktywnoscig PPP1 R15A, gdzie
wystepuje gromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek. Nieprawidtowa aktywnosé odnosi sie do: (i)
ekspresji PPP1 R15A w komérkach, w ktérych normalnie nie wystepuja ekspresja PPP1 R15A; (ii)
zwiekszonej ekspresji PPP1 R15A; lub (iii) zwiekszonej aktywnosci PPP1 R15A.

[0054] Ujawniono réwniez sposéb leczenia ssaka, u ktorego wystepuje stan chorobowy tagodzony przez
hamowanie PP1 R15A, gdzie wystepuje gromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek, przy czym
sposOb obejmuje podawanie ssakowi terapeutycznie skutecznej ilosci zwigzku o wzorze (1), jak okreslono
powyzej.

[0055] Ujawniono réwniez inhibitor PPP1 R15A o wzorze (l) lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél, do
zastosowania do leczenia zaburzen zwigzanych ze stresem nieprawidlowego faldowania biatek
i w szczegdblnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek i/albo zaburzeniami UPR, przy czym
zwigzek ten nie wykazuje lub wykazuje zredukowang aktywnos¢ agonisty alfa 2 adrenergicznego
w poréwnaniu z guanabenzem.

Ujawniono réwniez inhibitor PPP1 R15A o wzorze (I) lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél, do
zastosowania do leczenia zaburzen zwigzanych ze stresem nieprawidlowego faldowania biatek
i w szczegolnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatldowanych biatek i/albo zaburzeniami UPR, przy czym
zwigzek ten nie hamuje translacji biatek w nie poddanych stresowi komérkach wyrazajagcych PPP1 R15B.
[0056] Ujawniono rowniez sposéb leczenia zaburzenia charakteryzujgcego sie aktywnoscig odpowiedzi na
stres ER z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek, sposéb obejmujacy podawanie pacjentowi
terapeutycznie skutecznej ilosci co najmniej jednego zwigzku o wzorze (l), przy czym zwigzek ten moduluje
odpowiedz na stres ER.

Ujawniono roéwniez inhibitor PPP1 R15A o wzorze (I) lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél, do
zastosowania do leczenia zaburzen zwigzanych ze stresem nieprawidlowego faldowania biatek
i w szczegolnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatldowanych biatek i/albo zaburzeniami UPR, przy czym
zwigzek ten wykazuje selektywno$é wobec holofosfatazy PPP1 R15A-PP1, nie majgc jednak lub majgc
zredukowang aktywnosé wobec holofosfatazy PPP1 R15B-PP1, iprzy czym stosunek (aktywnos$¢ wobec
holofosfatazy PPP1 R15A-PP1 / aktywnos¢ wobec holofosfatazy PPP1R15B-PP1) dla tego zwigzku jest co
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najmniej rowny lub wyzszy niz stosunek (aktywnos¢ wobec holofosfatazy PPP1 R15A-PP1 / aktywnosé
wobec holofosfatazy PPP1R15B-PP1) dla guanabenzu.

[0057] Ujawniono rowniez inhibitor PPP1 R15A o wzorze (l) lub jego farmaceutycznie dopuszczalng sél, do
zastosowania do leczenia zaburzen zwigzanych ze stresem nieprawidiowego fatdowania biatek
i w szczegdblnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek i/albo zaburzeniami UPR, przy czym:

e zwigzek ten posiada aktywnos¢ wobec holofosfatazy PPP1R15A-PP1, ale jednak nie ma lub ma
zredukowang aktywnos¢ wobec holofosfatazy PPP1R15B-PP1, i;

e w kiorym stosunek (aktywnos¢ wobec holofosfatazy PPP1 R15A-PP1 / aktywnos¢ wobec
holofosfatazy PPP1R15B-PP1) dla tego zwigzku jest co najmniej rowny lub wyzszy niz stosunek
(aktywnos¢ wobec holofosfatazy PPP1 R15A-PP1 / aktywnos$¢ wobec holofosfatazy PPP1R15B-
PP1) dla guanabenzu; i

e w kiorym zwigzek ten nie wykazuje lub wykazuje zredukowana aktywnos¢ agonisty alfa 2
adrenergicznego w poréwnaniu z guanabenzem.

[0058] Jak stosuje sie w niniejszym opisie choroba lub zaburzenie charakteryzujgca sie aktywno$ciag
odpowiedzi na stres ER, i/albo choroba lub zaburzenie zwigzane ze stresem nieprawidtowego fatdowania
biatek i w szczegélnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatfdowanych biatek i/albo zaburzeniami UPR, jest
wybrana sposréd Charcot Marie Tooth, ostrego zespotu Dejerine-Sottas (Voermans iin., 2012, J Peripher
New Syst, 17(2), 223-5), choroby siatkéwki (takiej jak, ale nie ograniczonej do, retinopatii barwnikowej,
ciliopatii siatkéwki, degeneracji plamki Zzottej, retinopatii cukrzycowej), choroby Alzheimera, choroby
Parkinsona, stwardnienia zanikowego bocznego (ALS), choroby Huntingtona, cukrzycy, ale nie ograniczonej
do cukrzycy typu 2 i raka, bez ograniczania, jak szpiczaka mnogiego.

Choroba Charcot Marie Tooth

[0059] W jednym korzystnym wykonaniu zwigzek o wzorze (I) stosuje sie do leczenia choroby Charcot Marie
Tooth.

[0060] Ponad 100 mutacji w genie kodujacym biatko otoczki mielinowej biatka zero (P0), monotopowego
biatka transbtonowego, ktére stanowi podstawowe biatko produkowane przez mielinizujace komorki
Schwanna, powoduje neuropatie Charcot-Marie-Tooth (D'Antonio iin., 2009, J Neurosci Res, 87, 3241-9).
Mutacje sg dominujgco dziedziczne i powoduja chorobe przez przyrost funkcji toksycznych (D'Antonio i in.,
2009, J Neurosci Res, 87, 3241-9). Delecja seryny 63 z PO (P0S63del) powoduje neuropatie Charcot-Marie-
Tooth 1 B uludzi i podobng demielinizujgcg neuropatie u transgenicznych myszy. Zmutowane biatko
gromadzi sie w ER i wywotuje UPR (D'Antonio i in., 2009, J Neurosci Res, 87, 3241-9). Genetyczna ablacja
CHOP, genu pro-apoptotycznego w UPR przywraca funkcje motoryczne u myszy z Charcot-Marie-Tooth
(Pennuto i in., 2008, Neuron, 57, 393-405). Stwierdzenie, ze hamowanie PPP1 R15A w komorkach prawie
znosi ekspresje CHOP w komorkach ze stresem ER wskazuje, ze genetyczne lub farmakologiczne
hamowanie PPP1 R15A powinno redukowa¢ dysfunkcje u myszy z Charcot-Marie-Tooth. Ostatnio D'Antonio
iin. (2013 J.Exp. Med Vol.str.1-18) wykazali, ze myszy P0S63del traktowane salubrinalem, matg czasteczka
zwiekszajacg fosforylacje elF2alfa (Boyce iin. 2005 Science Vol. 307 str.935-939), odzyskujg prawie
normalng zdolnos¢ ruchowa w tescie biezni obrotowej oraz poprawe nieprawidtowosci morfologiczne;
i elektrofizjologicznej. Gromadzenie mutanata CMT-zwigzanego w biatkach ER nie jest przypisane do
P0S63del; co najmniej pie¢ innych mutantéw PO zidentyfikowano, jako pozostajgce w ER i wywotujagce UPR
(Pennuto iin., 2008 Neuron Vol.57 str.393-405; Saporta iin., 2012 Brain Vol.135 str.2032-2047). Ponadto

nieprawidtowe fatdowanie biatek igromadzenie nieprawidiowo sfaldowanych biatek wER byto
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zaangazowane w patogenenze innych neuropatii CMT jako mutacje w PMP22 i Cx32 (Colby iin., 2000
Neurobiol.Disease Vol. 7 str.561-573; Kleopa iin., 2002 J. Neurosci. Res. Vol.68 str.522-534; Yum i in.,
2002 Neurobiol. Dis. Vol. 11 str.43-52). Jednakze salubrinal jest toksyczny i nie moze by¢ stosowany do
leczenia ludzi s D'Antonio i in. (2013 J.Exp. Med Vol. str.1-18). Przeciwnie inhibitory PPP1 R15A o wzorze (I)
sg przewidywane jako bezpieczne i mogg by¢ uzyteczne do leczenia CMT-1 Ai 1 B.

Choroby siatkowki

[0061] Ostatnio opublikowana literatura dostarczyta dowodoéw, ze UPR jest zaangazowana w rozwdj
zwyrodnienia siatkéwki: dziedzicznych degeneracji siatkdwki, takich jak ciliopatia siatkowki i retinopatia
barwnikowa, zwyrodnienia plamki zoéttej, retinopatii wczesniakéw, degeneracji siatkowki indukowanej
Swiattem, odwarstwienia siatkowki, retinoapatii cukrzycowa i jaskry (przeglad Gorbatyuk i Gorbatyuk 2013 -
Retinal degeneration: Focus on the unfolded protein response, Molecular Vision Tom 19 str.1985-1998).
[0062] W jednym korzystnym wykonaniu zwigzek o wzorze (I) jest do zastosowania do leczenia choréb
siatkdwki, bardziej szczegétowo, dziedzicznej degeneracji siatkowki, takiej jak ciliopatia siatkdwki
i retinopatia barwnikowa, zwyrodnienia plamki Zzoftej, retinopatii wczesniakéw, degeneracji siatkOwki
indukowanej $wiattem, odwarstwienia siatkdwki, retinoapatii cukrzycowe;j i jaskry.

[0063] Ciliopatie siatkéwki stanowig grupe rzadkich zaburzen genetycznych pochodzacych z defektu
pierwotnej rzeski fotoreceptoréw wywotujgc retinopatie barwnikowa. Doniesiono, ze ten defekt indukuje stres
ER z powodu gromadzenia biatka w wewnetrznym segmencie fotoreceptora, co z kolei wywotuje UPR
(W02013/124484). Degradacja siatkdwki jest czesto wspoing cecha w ciliopatiach, co mozna obserwowaé
w klinicznie izolowanej retinopatii barwnikowej, takiej jak wrodzona $lepota Lebera Ilub retinopatii
barwnikowe] sprzezonej z chromosomem X, albo takze w objawowych stanach, takich jak zespdt Bardet-
Biedl Syndrome (BBS) lub zespét Alstrém Syndrome (ALMS). Ciliopatia siatkéwki jest wybrana z grupy
obejmujacej zespdt Bardet-Biedla, zespot Senior-Lokena, zespdt Jouberta, zespét Salidono-Mainzera,
zesp6t Sensenbrennera, zespdt Jeuna, zespdt Meckel-Grudera, zespot Alstrdma, zespét MORM, wrodzona
Slepota Lebera spowodowana mutacjg w genie rzestki i retinopatia barwnikowa sprzezong z chromosomem
X spowodowang mutacjg w genie RPGR.

[0064] Retinopatia barwnikowa jest dziedziczng, zwyrodnieniowg chorobg oczu, ktéra powoduje ciezkie
uposledzenie widzenia i czesto slepote. Jest to najczestszg przyczyng genetycznie uwarunkowanej slepoty.
Chorzy doswiadczajg jednego lub wiecej z nastepujgcych objawdw: slepoty zmierzchowej; widzenia
lunetowego (nie widzenia peryferyjnego); widzenia peryferyjnego (nie widzenia $rodkowego); widzenia
poklatkowego; awersji do odblaskéw; powolnego przystosowania z ciemnosci do $wiatta srodowiska i vice
versa; nieostrosci widzenia; stabej separacji koloréw; i skrajnego przemeczenia oczu.

[0065] Ukazujgce sie publikacje potwierdzajg role stresu ER w apoptozie siatkdéwki i Smierci komorkowej
(Jing iin., 2012, Exp Diabetes Res, 2012, 589589). Retinopatia barwnikowa (RP) jest najczestszg postacia
dziedzicznego zwyrodnienia siatkédwki spowodowang przez ponad 100 mutacji w genie rodopsyny (Dryja
iin., 1991, Proc Natl Acad Sci USA, 88, 9370-4). Rodopsyna stanowi receptor sprzezony z biatkiem G, ktéry
transdukuje swiatto w komoérkach precikowych fotoreceptorow i skitada sie z kompleksu kowalencyjnego
pomiedzy biatkiem transbtonowym opsyng ztozong z 348 aminokwaséw, kowalencyjnie zwigzanym z 11-cis
retinalem (Palczewski, 2006, Annu Rev Biochem, 75, 743-67). Mutacje ropsyny wywotujgce RP sg stanowig
przewaznie mutacje zmieniajgce sens kodonu roztozone w catym biatku (Dryja i in., 1991, Proc Natl Acad Sci
USA, 88, 9370-4), podobnie jak mutacje SOD1 wywotujgce ALS (Valentine iin., 2005, Annu Rev Biochem,
74, 563-93). Mutanty rodopsyny wywotujgce RP badano w réznych uktadach iwyniki heterologiczne;
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ekspresji biatek w komoérkach ssaczych, u myszy transgenicznych i muszki owocowki sg zgodne (Griciuc
iin., 2011, Trends Mol Med, 17, 442-51). Najbardziej rozpowszechnione rodopsyny wywotujagce RP sg
nieprawidtowo sfatdowane, nie wigzg 11-cis-retinalu, nie docierajg do powierzchni komérek, ale pozostajg
w ER (Griciuc iin., 2011, Trends Mol Med, 17, 442-51). Nieprawidtowe sfatdowanie mutantéw rodopsyny
indukuje stres ER i$mier¢ komérek precikowych (Griciuc iin., 2011, Trends Mol Med, 17, 442-51). To
zdecydowanie sugeruje, ze inhibitory PPP1 R15A opisane w niniejszym wynalazku bedg uzyteczne do
leczenia RP.

[0066] Degeneracja plamki zottej zwigzana z wiekiem (AMD) stanowi giéwna przyczyne praktycznej
Slepoty powyzej 65 roku zycia w Stanach Zjednoczonych. Doniesiono, ze AMD ocenia sie na 54%
wszystkich obecnych przypadkow $lepoty ws$réd populacji rasy biatej w Stanach Zjednoczonych.
W badaniach przewiduje sie, ze w wyniku wzrostu czestosci wystepowania AMD, liczba ludzi niewidomych
w US moze wzrosnagé nawet o 70% do roku 2020.

Shen iin. (2011 Effect of Guanabenz on Rat AMD Models and Rabbit Choroidal Blood - Vol. 5 str.27-31)
wykazali, ze guanabenz znaczgco chronit nabtonek barwnikowy siatkowki (RPE) przed zwyrodnieniem
wywotanym przez NalO3, hamowat rozw6j neowaskularyzacji naczyniéwkowej (CNV) w szczurzym modelu
AMD indukowanym przez laser i zwigkszat znaczaco naczyniéwkowy przeptyw krwi in vivo.

Jednakze, guanabenz stanowi receptor alfa2 adrenergiczny i z powodu swojego dziatania hipotensyjnego
nie moze by¢ stosowany do leczenia degeneracji siatkowki lub plamki zéttej.

Zwigzki wedtug wynalazku, ktére sg inhibitorami PPP1 R15A, tak jak guanabenz, ale kt6re korzystnie nie
wykazujg aktywnosci wobec receptora adrenergicznego alfa2A, bedg tagodzi¢ degeneracje siatkéwki lub
plamki z6tte;.

Choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, ALS, choroba Huntingtona, tauopatie i choroby prionowe
[0067] Jak ujawniono zwigzek o wzorze (I) moze by¢ stosowany do leczenia choroby wybranej sposréd
choroby Alzheimera, choroby Parkinsona, ALS, choroby Huntingtona, tauopatii i choréb prionowych.

[0068] Poniewaz gromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek jest cechag charakterystyczng réznych
choréb, a wykazano, ze zwigzek o wzorze (l) redukuje gromadzenie 4 niepowigzanych nieprawidtowo
sfatdowanych i powodujgcych chorobe biatek (FIG. 4-6), zatem zwigzek o wzorze (l) bedzie uzyteczny
réwniez do leczenia innych choréb neurodegeneracyjnych wywotywanych przez gromadzenie nieprawidtowo
sfatdowanych biatek.

[0069] Ponadto, poniewaz indukcja UPR jest cechg chorob spowodowanych gromadzeniem nieprawidtowo
sfaldowanych biatek, zwigzek o wzorze (I) bedzie uzyteczny do traktowania tych chordb. (Scheper &
Hoozemans 2009; Kim i in. 2008).

[0070] Guanabenz redukuje objawy u myszy zainfekowanych prionami (D. Tribouillard-Tanvier iin., 2008
PLoS One 3, €1981). Jednakze guanabenz nie jest uzyteczny do leczenia ludzkich choréb z nieprawidtowym
faldowaniem biatek, ze wzgledu na swojg aktywno$¢ hypotensyjng. Przeciwnie inhibitory PPP1 R15A
pozbawione aktywnosci alfa2 adrenergicznej i opisane w niniejszym wynalazku, mogg by¢ uzyteczne do
traktowania choréb prionowych.

Choroba Parkinsona (PD)

[0071] Salubrinal hamuje defosforylacje elF2a, w ktérej zaangazowany jest PPP1 R15A (Boyce iin. 2005
Science Vol. 307 str.935-939). Ostatnio, Colla iin. (J. of Neuroscience 2012 Vol. 32 Nr 10 str.3306-3320)
stwierdzili, ze salubrinal znaczaco ttumi przejawy choroby w dwdch modelach alfa-synukleinopatii.
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[0072] Bez zamiaru wigzania sie z jakakolwiek teoria, przypuszcza sie, ze zwigzki wedtug wynalazku, ktére
sg inhibitorami PPP1 R15A, beda tagodzi¢ przejawy chorobowe w alfa- synukleinopatii, takich jak choroba
Parkinsona.

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS)

[0073] Saxena iin. (Nature Neuroscience 2009 Vol. 12 str.627-636) stwierdzili, ze salubrinal przedtuza
dlugos¢ zycia w modelu myszy transgenicznej G93A-SOD1 choroby neuronu ruchowego. Bez zamiaru
wigzania sie z jakgkolwiek teorig, przypuszcza sie, ze zwigzki wedtug wynalazku, ktére sg inhibitorami PPP1
R15A, beda tagodzi¢ przejawy chorobowe w ALS z mutacja G93A SOD1. Ponad 140, przewaznie
zmieniajgcych sens kodonu, mutacji wgenie SOD1 powoduje gromadzenie zmienionego biatka
w postaciach wystepujgcych w rodzinie stwardnienia zanikowego bocznego (ALS). Poniewaz réznorodne
mutanty SOD1 majg te same powszechne defekty (Munch i in. 2010), przyjmuje sie, ze r6znorodne mutanty
SOD1 powodujg ALS zgodnie ze wspdlnym mechanizmem. Ponadto objawy kliniczne sg takie same dla
sporadycznej irodzinnej postaci chordb, ijest obecnie dobrze udokumentowane, ze nieprawidiowe
faldowanie biatek odgrywa zasadniczg role zaréwno w rodzinnym jak i sporadycznym ALS. Zatem zwigzki
o wzorze () mozna stosowac do traktowania zaréwno w rodzinnej jak i sporadycznej postaci ALS.

[0074] Zgtaszajgcy stwierdzit, ze cytoprotekcyjna aktywnos¢ guanabenzu na stres nieprawidtowego
faldowania biatek jest zaskakujaco szeroka, tak ze guanabenz redukuje rowniez gromadzenie huntingtyny
w komérkach (WO 2008/041133). To stwierdzenie jest nieoczekiwane poniewaz mutant huntingtyny jest albo
cytozolowy lub jadrowy. Jednakze istniejg dowody, ze metabolizm mutanta huntingtyny byt poprzednio
wigzany z odpowiedzig na stres ER (Nishitoh iin., 2002, Genes Dev, 16, 1345-55; Rousseau iin., 2004,
Proc Natl Acad Sci U S A, 101, 9648-53; Duennwald and Lindquist, 2008, Genes Dev, 22, 3308-19).
Stwierdzenie zgtaszajgcego, ze guanabenz chroni komorki przez cytotoksycznym stresem ER iredukuje
gromadzenie mutanta huntingtyny dodatkowo podtrzymuje koncepcje, ze istniejg aspekty odpowiedzi na
stres ER, ktére wptywajg na gromadzenie mutanta huntingtyny. Ponadto zaburzenie odpowiedzi na stres ER
bylo zaangazowane w wiele patologii, wtgczajgc cukrzyce typu 2 i neurodegeneracije (Scheper i Hoozemans,
2009, Curr Med Chem, 16, 615-26). Zatem, bez zamiaru wigzania sie z jakakolwiek teorig, uwaza sie, ze
guanabenz i zwigzki pokrewne wykazujg dziatanie ochronne przeciwko wtérnym chorobom UPR, mianowicie
chorobom z powodu gromadzenia nie rezydujgcych w ER nieprawidtowo sfatdowanych biatek, co wywotuje
UPR.

Cukrzyca

[0075] Jak ujawniono zwigzek o wzorze (I) moze by¢ stosowany do leczenia cukrzycy, bardziej korzystnie
cukrzycy typu 2.

[0076] Wydzielajgce insuline komorki B wtrzustce majg powazne iscisle regulowane zadanie
biosyntetyczne polegajace ma wydzielaniu insuliny. Zatem komorki te wykazujg wazna potrzebe utrzymania
homeostazy ER (Back i Kaufman, 2012, Annu Rev Biochem, 81, 767-93). Cukrzyca typu 2 manifestuje sie
przez podwyzszone poziomy glukozy we krwi z powodu na opornos¢ na insuline w tluszczu, miesniach
i watrobie i/albo uposledzone wydzielanie insuliny przez trzustkowe komérki 3. W odpowiedzi masa komérek
B wzrasta iich funkcjonowanie zwieksza sie. Ostatecznie obcigzenie komérkami B jest zbyt wysokie
prowadzgce do ich stopniowego spadku ich liczby i $mierci. Wzrastajgca liczba dowoddw wykazuje, ze
Smier¢ komorek B jest wynikiem stresu ER (Back i Kaufman, 2012, Annu Rev Biochem, 81, 767-93). Co
wazne delecja Chop poprawia funkcjonowanie komorek $ w réznych modelach cukrzycy (Song i in., 2008, J

Clin Invest, 118, 3378-89). Bez zamiaru wigzania sie z jakgkolwiek teorig, uwaza sie, ze inhibitory PPP1
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R15A-PP1 beda poprawia¢ funkcjonowanie komérek B w cukrzycy typu 2, poniewaz hamowanie PPP1
R15A-PP1 zmniejsza poziomy pro-apoptotycznego biata CHOP podczas stresu ER (Tsaytler iin., 2011,
Science, 332, 91-4).

Rak

[0077] Jak ujawniono zwigzek o wzorze (I) moze by¢ stosowany do leczenia raka.

[0078] Komérki rakowe majg duze zapotrzebowanie metaboliczne iich proliferacja opiera sie na wydajnej
syntezie biatek. Translacja inicjacji odgrywa kluczowg role w kontrolowaniu homeostazy biatka,
réznicowaniu, proliferacji i transformacji nowotworowej. Wzrastajgca translacja inicjacji przyczynia sie do
inicjacji raka i odwrotnie zmniejszenie translacji inicjacji moze zredukowac¢ wzrost guza (Donze iin., 1995,
EMBO J, 14, 3828-34; Pervin i in., 2008, Cancer Res, 68, 4862-74; Chen i in., 2011, Nat Chem Biol, 7, 610-
6). Bez zamiaru wigzania sie z jakakolwiek teorig, uwaza sie, ze hamowanie PPP1 R15A moze selektywnie
zmniejszac translacje w komérkach nowotworu i zmniejsza¢ wzrost guza.

Starzenie sie

[0079] Wiadomo, ze starzenie sie zaburza odpowiedzi na stres i w szczegdélnosci, z wiekiem zaburzona jest
UPR (Naidoo i in., 2008, J Neurosci, 28, 6539-48). Zatem, przedtuzenie korzystnego dziatania UPR poprzez
hamowanie fosfatazy elF2a moze tagodzi¢ choroby zwigzane z wiekiem.

Kompozycje farmaceutyczne

[0080] W celu zastosowania wedtug niniejszego wynalazku zwigzki lub ich fizjologicznie dopuszczalne sole,
estry lub inne fizjologicznie funkcjonalne pochodne, tu opisane, mogg by¢ prezentowane w postaci formulaciji
farmaceutycznej, zawierajgcej zwigzki lub ich fizjologicznie dopuszczalne sole, estry lub inne fizjologicznie
funkcjonalne pochodne, razem zjednym Iub wiecej farmaceutycznie dopuszczalnym nosnikiem
i ewentualnie innymi leczniczymi i/albo profilaktycznymi sktadnikami. No$niki muszg by¢ dopuszczalne pod
wzgledem kompatybilnosci z innymi sktadnikami formulacji i dlatego nieszkodliwe dla odbiorcy. Kompozycje
farmaceutyczne moga by¢ przeznaczone do zastosowania u ludzi lub u zwierzgt w medycynie ludzkiej
i weterynarii.

[0081] Przyktady takich odpowiednich substancji pomocniczych do réznych postaci kompozycji
farmaceutycznych tu opisanych mozna znalez¢ w publikacji ,Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 2nd
Edition, (1994), wydanej przez A Wade and PJ Weller.

[0082] Nosniki lub rozcienczalniki dopuszczalne do stosowania terapeutycznego sa dobrze znane ze stanu
techniki i opisane, na przyktad, w Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R.
Gennaro edit. 1985).

[0083] Przyktady odpowiednich nosnikéw obejmujg laktoze, skrobie, glukoze, metyloceluloze, stearynian
magnezu, mannitol, sorbitol i podobne. Przyktady odpowiednich rozcienczalnikéw obejmujg etanol, glicerol
i wode.

[0084] Wyboru nosnika farmaceutycznego, substancji pomocniczej lub rozcienczalnika mozna dokonywac
w zaleznosci od zamierzonej drogi podawania istandardowej praktyki farmaceutycznej. Kompozycje
farmaceutyczne moga zawieraé, lub dodatkowo zawieraé, jako nosnik, substancje pomocnicza lub
rozcienczalnik, dowolny(e) odpowiednig(e) substancje(e) wigzaca(e), substancje(e) poslizgowa(e), srodek(ki)
zawieszajgcy(e), substancje(e) btonotwdrczg(e), substancje(e) zwiekszajaca(e) rozpuszczalnose, bufor(y),
substancje(e) poprawiajgcg(e) smak izapach, substancje(e) powierzchniowo czynng(e), substancje(e)
zageszczajaca(e), konserwant(y) (w tym przeciwutleniacz(e)) i podobne, oraz substancje wigczone w celu

uczynienia formulacji izotonicznej z krwig docelowego odbiorcy.
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[0085] Przykiady odpowiednich substancji wigzgcych obejmujg skrobie, zelatyne, cukry naturalne, jak
glukoze, bezwodng laktoze, sypka laktoze, beta-laktoze, stodziki kukurydziane, gumy naturalne
i syntetyczne, takie jak guma akacjowa, tragakanta lub algininian sodu, karboksymetyloceluloze i glikol
polietylenowy.

[0086] Przyktady odpowiednich substancji poslizgowych obejmujg oleinian sodu, stearynian sodu, stearynian
magnezu, octan sodu, chlorek sodu i podobne.

[0087] Konserwanty, substancje stabilizujgce, barwniki oraz substancje poprawiajgce smak i zapach moga
by¢ réwniez zawarte w kompozycji farmaceutycznej. Przyktady konserwantéw obejmujg benzoesan sodu,
kwas sorbinowy iestry kwasu p-hydroksybenzoesowego. Mozna stosowac réwniez przeciwutleniacze
i Srodki zawieszajgce.

[0088] Formulacje farmaceutyczne obejmujg te odpowiednie do podawania doustnego, miejscowego (w tym
na skoére, dopoliczkowego, do oczu lub podjezykowego), doodbytniczego lub pozajelitowego (w tym
podskdrnego, srodskornego, domiesniowego i dozylnego), do nosa, wewnagtrzgatkowego i do ptuc np., przez
inhalacje. Formulacja, jesli jest to odpowiednie, moze dogodnie wystepowac w postaci oddzielnych
jednostkach dawkowania i moze by¢ sporzgdzona dowolnym sposobem dobrze znanym w dziedzinie
farmacji. Wszystkie sposoby obejmujg etap doprowadzenia do potgczenia zwigzku czynnego z ptynnymi
nosnikami lub rozdrobnionymi statymi nosnikami albo z oboma ich rodzajami, a nastepnie, jes$li jest to
pozadane, uksztattowanie produktu do pozgdanej formulacji.

[0089] Formulacje farmaceutyczne odpowiednie do podawania doustnego, w ktdérych nosnik jest staty,
korzystnie wystepujg w postaci jednostek dawkowania, takich jak bolusy, kapsutki lub tabletki, kazde
zawierajgce okreslong ilos¢ zwigzku. Tabletki mozna sporzadzaé przez prasowanie lub formowanie,
ewentualnie z jednym lub wiecej dodatkowym sktadnikiem. Tabletki prasowane mozna wytwarzaé przez
prasowanie w odpowiednim urzgdzeniu zwigzku aktywnego w postaci sypkiej, takiej jak proszek lub granulki,
ewentualnie zmieszanej z substancjg wigzacg, substancjg poslizgowa, obojetnym rozciehczalnikiem,
substancjg powierzchniowo czynng lub substancjg dyspergujacg. Tabletki formowane mozna sporzadzaé
przez formowanie zwigzku czynnego =z obojetnym pitynnym rozcienczalnikiem. Tabletki mogg by¢
ewentualnie powlekane, jesli niepowlekane, moga by¢ z podziatkg. Kapsutki mozna wytwarza¢ przez
napetnianie zwigzkiem czynnym, albo osobno albo z domieszkg jednego lub wiecej dodatkowych
sktadnikéw, do otoczki kapsutki, po czym zapieczetowane w zwyczajowy sposob. Kapsutki ryzowe sg
analogiczne do kapsutek, przy czym zwigzek czynny razem z dowolnymi sktadnikami dodatkowymi jest
zapieczetowany w kopercie z papieru ryzowego. Zwigzek czynny moze by¢ réwniez sporzadzony w postaci
granulek ulegajacych dyspersji, ktére na przyktad moga byé zawieszone w wodzie przed podaniem lub
posypane na zywnos$¢. Granulki mogg byé pakowane, np. w saszetki. Formulacje odpowiednie do
podawania doustnego, w ktdérych nosnik jest ptynny, moga wystepowaé w postaci roztworu lub zawiesiny
w cieczy wodnej lub bezwodnej albo w postaci ciektej emulsji typu olej w wodzie.

[0090] Formulacje do podawania doustnego obejmujg formy dawkowania o kontrolowanym uwalnianiu, np.,
tabletki, w ktérych zwigzek czynny jest sporzadzony w odpowiedniej matrycy o kontrolowanym uwalnianiu,
albo jest powlekany odpowiednig powtoczka o kontrolowanym uwalnianiu.

Takie formulacje mogg by¢ dogodne do stosowania profilaktycznego.

[0091] Formulacje farmaceutyczne odpowiednie po podawania doodbytniczego, w ktdrych nosnik jest ciatem
statym, najbardziej korzystnie wystepuja w postaci jednostek dawkowania w czopkach. Odpowiednie nosniki

obejmujg masto kakaowe lub inne substancje zwyczajowo stosowane w tej dziedzinie. Czopki mozna
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dogodnie sporzadza¢ przez zmieszanie zwigzku czynnego ze zmiekczonym lub stopionym no$nikiem,
a nastepnie schtodzenie i uksztattowanie w formach.

[0092] Formulacje farmaceutyczne odpowiednie do pozajelitowego podawania obejmujg jatowe roztwory lub
zawiesiny zwigzku czynnego w wodnych lub olejowych podtozach.

[0093] Formulacje farmaceutyczne wedtug wynalazku sg odpowiednie do podawania do oczu,
w szczegOllnosci do podawania wewnatrzgatkowego, miejscowego do oczu, okotoocznego, bardziej
korzystnie do podawania miejscowego do oczu lub okotoocznego.

[0094] Preparaty do wstrzykiwan mogg by¢ dostosowane do wstrzykiwan w bolusie lub do infuzji ciggtej.
Takie preparaty dogodnie wystepujg w pojemnikach dawek jednostkowych lub dawek wielokrotnych, ktére
sg zapieczetowane po wprowadzeniu formulacji az do czasu ich uzycia. Alternatywnie zwigzek czynny moze
by¢ w postaci proszku, ktory jest konstytuowany przed uzyciem z odpowiednim podtozem, takim jak jatowa,
pozbawiona pirogenéw woda.

[0095] Zwigzek czynny moze by¢ réwniez sporzgdzony w postaci dtugodziatajacego preparatu depot, ktéry
moze by¢ podawany przez iniekcje domigsniowg lub przez implantacje, np., podskérnie lub domiesniowo.
Preparaty depot moga obejmowaé, na przyktad, odpowiednie materiaty polimerowe lub hydrofobowe albo
zywice jonowymienne. Takie dlugodziatajgce formulacje sg zwlaszcza dogodne do stosowania
profilaktycznego.

Formulacje odpowiednie do podawania do ptuc via przedsionek jamy ustnej wystepuja, tak ze czastki
zawierajgce zwigzek czynny i korzystnie majace srednice w zakresie od 0,5 do 7 mikronéw, sg podawane do
drzewa oskrzelowego odbiorcy. Jedng mozliwoscig jest, ze takie formulacje sg w postaci doskonale
rozdrobnionych proszkéw, ktére dogodnie wystepujg albo w kapsutce do przebijania, odpowiednio np.
zelatynowej, do stosowania w urzgdzeniu do inhalacji, albo alternatywnie jako samonosne formulacje
zawierajgce zwigzek czynny, odpowiedni ciekly lub gazowy propelent i ewentualnie inne sktadniki, takie jak
substancja powierzchniowo czynna lub staty rozcienczalnik. Odpowiednie ptynne propelenty obejmujg
propan i chlorofluorowegle, a odpowiednie gazowe propelenty obejmujg dwutlenek wegla. Samonosne
formulacje mozna réwniez stosowac¢ gdy zwigzek czynny jest zdyspergowany w postaci kropelek roztworu
lub zawiesiny.

[0096] Takie samonosne formulacje sg analogiczne do tych znanych ze stanu techniki i mozna je wytwarzac
zgodnie z ustalonymi procedurami. Odpowiednio wystepujg one w pojemniku zaopatrzonym w manualnie
uruchamiany lub automatycznie funkcjonujacy zawor posiadajgcy pozgdane cechy do wytwarzania areozolu;
korzystnie zawdr jest typu odmierzajgcego dostarczang ustalong objeto$¢, na przyktad, 25 do 100
mikrolitréw, przy kazdej operacji.

[0097] Istnieje ponadto mozliwos¢, aby zwigzek czynny byt w postaci roztworu lub zawiesiny do stosowania
w atomizerze lub nebulizatorze, w ktérym przyspieszony strumiehn powietrza lub mieszanie ultradzwiekowe
stosuje sie do wytwarzania drobnych kropelek mgty do inhalaciji.

[0098] Formulacje odpowiednie do podawania do nosa obejmujg preparaty na ogét podobne do opisanych
do podawania do ptuc. Gdy sa zdyspergowane takie formulacje powinny mie¢ pozagdang srednice czastki
w zakresie od 10 do 200 mikronéw w celu umozliwienia zatrzymania w jamie nosa; mozna to osiggnac, jesli
to stosowane, przez uzywanie proszku o odpowiednim rozmiarze czastki lub przez doboér odpowiedniego
zaworu. Inne odpowiednie formulacje obejmujg grube proszki posiadajgce srednice czastki w zakresie od 20

do 500 mikronéw, do podawania drogg szybkiej inhalacji przez jame nosowa z pojemnika trzymanego tuz
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przy nosie, i krople donosowe zawierajgce od 0,2 to 5% wag/obj. zwigzku czynnego w wodnym lub oleistym
roztworze lub zawiesinie.

[0099] Farmaceutycznie dopuszczalne nosniki sg dobrze znane specjaliscie w tej dziedzinie i obejmuja, ale
nie sg do nich ograniczone, 0,1 M i korzystnie 0,05 M bufor fosforanowy lub 0,8% sél fizjologiczng. Ponadto
takie farmaceutycznie dopuszczalne nosniki mogg stanowi¢ wodne lub niewodne roztwory, zawiesiny
i emulsje Przyktadami niewodnych rozpuszczalnikow sg glikol propylenowy, glikol polietylenowy, oleje
roslinne, takie jak oliwa, i przydatne do iniekcji estry organiczne, jak oleinian etylu. Nosniki wodne obejmuja
wode, roztwory alkoholowo-wodne, emulsje lub zawiesiny, w tym soél fizjologiczng i roztwory buforowane.
Podloza do podawania pozajelitowego obejmujg roztwér chlorku sodu, dekstrozy Ringera, dekstrozy
i chlorku sodu, roztwor Ringera z dodatkiem mleczanu lub nielotne oleje. Moga rowniez wystepowaé
konserwanty iinne substancje dodatkowe, takie jak na przyktad, $rodki przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwutleniacze, srodki chelatujgce, gazy obojetne i podobne.

[0100] Formulacje odpowiednie do podawania miejscowego mogg na przyktad obejmowaé Zzele, kremy lub
masci. Takie preparaty mozna stosowac np. na rany lub owrzodzenia, albo bezposrednio rozprzestrzeniane
na powierzchni rany lub owrzodzenia, albo nanoszone na odpowiednim podtozu, takim jak bandaz, gaza,
siatka i tym podobne, ktére mozna aplikowa¢ na lub nad powierzchnig poddang leczeniu.

[0101] Formulacje ptynne lub proszkowe moga obejmowac te, ktére mozna rozpyla¢ na lub posypywac nimi
bezposrednio miejsce do leczenia, np. rane lub owrzodzenie. Alternatywnie nosnik, taki jak bandaz, gaza lub
siatka lub podobne, moga by¢ napylone lub posypane formulacjg, a nastepnie zastosowane na miejsce do
leczenia.

[0102] Zgodnie zdalszym aspektem wynalazku, przedmiotem jest sposob wytwarzania kompozyciji
farmaceutycznej lub weterynaryjnej, jak opisano powyzej, obejmujgcy doprowadzenie do potgczenia
zwigzku(6w) czynnego(ych) z nosnikiem, na przyktad przez zmieszanie.

[0103] Na og6t formulacje wytwarza sie przez réwnomierne i doktadne doprowadzenie do potgczenia srodka
czynnego z ptynnymi nosnikami lub doktadnie rozdrobnionymi statymi nosnikami albo oboma, a nastepnie,
jesli jest to pozadane, uformowanie produktu. Wynalazek rozcigga sie na sposoby wytwarzania kompozyciji
farmaceutycznych dostarczajagcej zwigzek o wzorze ogdlnym (I) razem lub w potgczeniu z farmaceutycznie
lub weterynaryjnie dopuszczalnym nosnikiem lub podtozem.

Sole/estry

[0104] Zwigzki wedlug wynalazku mogg wystepowac w postaci soli lub estréw, szczegdlnie w postaci
farmaceutycznie lub weterynaryjnie dopuszczalnych soli lub estréw.

Farmaceutycznie dopuszczalne sole zwigzkow wedtug wynalazku obejmujg odpowiednie ich sole addycyjne
z kwasem lub zasadg. Przeglad odpowiednich soli farmaceutycznych mozna znalezé w publikacji Berge i in.,
J Pharm Sci, 66, 1-19 (1977). Sole tworzy sie, na przyktad, z silnymi kwasami nieorganicznymi, takimi jak
kwasy mineralne, np. kwasy fluorowcowodorowe, jak kwas chlorowodorowy, bromowodorowy
i jodowodorowy, z kwasem siarkowym, kwasem fosforowym, wodorosiarczan, hemisiarczan, tiocyjanian,
nad(tlenodi)siarczan, fosforan i sulfonian; z silnymi karboksylowymi kwasami organicznymi, takimi jak kwasy
alkanokarboksylowe o 1 do 4 atomach wegla, ktére sg niepodstawione lub podstawione (np., fluorowcem),
takie jak kwas octowy; znasyconymi lub nienasyconymi kwasami dikarboksylowymi, na przyktad
szczawiowym, malonowym, bursztynowym, maleinowym, fumarowym, ftalowym Ilub tetraftalowym;
z kwasami hydroksykarboksylowymi, na przyktad kwasem askorbinowym, glikolowym, mlekowym,

jabtkowym, winowym lub cytrynowym; z aminokwasami, na przyktad kwasem asparginowym lub
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glutaminowym; z kwasem benzoesowym; lub organicznymi kwasami sulfonowymi, takimi jak kwasy (C1-C4)-
alkilo- lub arylo-sulfonowe, ktére sg niepodstawione lub podstawione (na przyktad, przez fluorowiec) takimi
jak kwas metano- lub p-toluenosulfonowy. Sole, ktére nie sg farmaceutycznie lub weterynaryjnie
dopuszczalne moga rowniez by¢ wartosciowe jako zwigzki posrednie.

[0105] Korzystne sole obejmuja, na przyktad, octan, trifluorooctan, mleczan, glukonian, cytrynian, winian,
maleinian, jabtczan, pantoteinian, adypinian, asparaginian, benzoesan, maslan, diglukonian, cyklopentanian,
glukoheptanian, glicerofosforan, szczawian, heptanonian, heksanonian, fumaran, nikotynian, palmitynian,
pektynian, 3-fenylopropionian, pikrynian, piwalonian, proprionian, winian, laktobionian, kamforonian,
undekanonian ibursztynian, sole organicznych kwaséw sulfonowych, takie jak metanosulfonian,
etanosulfonian, 2-hydroksyetanosulfonian, kamforsulfonian, 2-naftalenosulfonian, benzenosulfonian, p-
chlorobenzenosulfonian i p-toluenosulfonian; i sole z kwasami nieorganicznymi, takie jak chlorowodorek,
bromowodorek, jodowodorek, siarczan, wodorosiarczan, hemisiarczan, tiocyjanian, nad(tlenodi)siarczan,
fosforan i sulfonian.

[0106] Estry tworzy sie stosujgc albo kwasy organiczne albo alkohole/wodorotlenki, w zaleznosci od grupy
funkcyjnej, ktérg poddaje sie estryfikacji. Kwasy organiczne obejmujg kwasy karboksylowe, takie jak kwasy
alkanokarboksylowe o1 do 12 atomach wegla, ktére sg niepodstawione lub podstawione (np., przez
fluorowiec), takie jak kwas octowy; nasycone lub nienasycone kwasy dikarboksylowe, na przykitad
szczawiowy, malonowy, bursztynowy, maleinowy, fumarowy, ftalowy Ilub tetraftalowy; kwasy
hydroksykarboksylowe, na przyktad askorbinowy, glikolowy, mlekowy, jabtkowy, winowy lub cytrynowy;
aminokwasy, na przyktad kwas asparaginowy lub glutaminowy; kwas benzoesowy; lub organicznymi kwasy
sulfonowe, takie jak kwasy (C1-Ca)-alkilo- lub arylo-sulfonowe, ktére sg niepodstawione lub podstawione (na
przyktad, przez fluorowiec), takie jak kwas metano- lub p-toluenosulfonowy. Odpowiednie wodorotlenki
obejmujg nieorganiczne wodorotlenki, takie jak wodorotlenek sodu, wodorotlenek glinu. Alkohole obejmuja
alkanoalkohole o 1-12 atomach wegla, ktére mogg by¢ niepodstawione lub podstawione (np. przez
fluorowiec).

ENANCJOMERY/TAUTOMERY

[0107] We wszystkich aspektach wynalazku poprzednio omawianych, wynalazek obejmuje, gdy jest to
odpowiednie, wszystkie enancjomery, diasterecizomery i tautomery zwigzkéw wedtug wynalazku. Specjalista
w tej dziedzinie rozpozna zwigzki wykazujgce wiasciwosci optyczne (majgce jeden lub wiecej chiralnych
atoméw wegla) Ilub cechy tautomerii. Odpowiadajgce enancjomery i/albo tautomery mozna
wyodrebniaé¢/wytwarza¢ sposobami znanymi ze stanu techniki. Enancjomery charakteryzujg sie konfiguracja
absolutng centréw chiralnych i opisane sg za pomocg Cahna, Ingolda i Preloga regut pierwszenstwa R- i S-
konfiguracji. Takie konwencje nazewnictwa sa dobrze znane w stanie wiedzy (np. zob. 'Advanced Organic
Chemistry', 3. edycja, wyd. March, J., John Wiley and Sons, New York, 1985).

[0108] Zwiazki o wzorze () zatem obejmujg réwniez formy tautomeryczne o wzorze:

R1 FI{S
x N N
P N™ XY R4
i i
~
X7 R2 “R5

[0109] Jako przyktad ilustracyjny, forma tautomeryczna przyktadu 1 jest:
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Cl
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[0110] Zwigzki wedlug wynalazku zawierajgce centrum chiralne mozna stosowac¢ w postaci mieszaniny
racemicznej, mieszaniny enacjomerycznie wzbogaconej albo mieszanine racemiczng mozna rozdzieli¢
z uzyciem dobrze znanych metod i oddzielny enancjomer mozna stosowaé¢ osobno.
Izomery stereo i geometryczne
[0111] Niektére ze zwigzkéw wedtug wynalazku moga wystepowac jako stereoizomery i/albo izomery
geometryczne - np. mogg one posiada¢ jeden lub wiecej centréw asymetrii i/albo centréw geometrycznych
i dlatego mogg wystepowac¢ w dwéch lub wiecej postaciach sterecizomerycznych i/albo geometrycznych.
Niniejszy wynalazek obejmuje zastosowanie wszystkich oddzielnych stereoizomeréw iizomeréw
geometrycznych tych inhibitoréw iich mieszanin. Okreslenia stosowane w zastrzezeniach obejmujg te
postaci, pod warunkiem, ze postaci te zachowujg odpowiednig aktywnos¢ funkcjonalng (ale niekoniecznie
w tym samym stopniu).
[0112] Niniejszy wynalazek obejmuje rowniez wszystkie odpowiednie odmiany izotopowe $rodka lub jego
farmaceutycznie dopuszczalnej soli. Odmiana izotopowa $rodka wedtug niniejszego wynalazku lub jego
farmaceutycznie dopuszczalnej soli, jest okreslana jako taka, w ktérej co najmniej jeden atom jest zastgpiony
atomem posiadajgcym te samg liczbe atomowa, ale inng mase atomowg niz masa atomowa zwykle
wystepujgca w naturze. Przyktady izotopdw, kidére mozna wprowadzi¢ do $rodka lub jego farmaceutycznie
dopuszczalnych soli, obejmuja izotopy wodoru, wegla, azotu, tlenu, fosforu lub chloru, takie jak odpowiednio
2H, SH, 3C, C, N, 70, 80, 3'P, %P, 355 18F [3C|. Pewne odmiany izotopowe $rodka ijego
farmaceutycznie dopuszczalnych soli, na przyktad, te, w ktérych jest wprowadzony izotop radioaktywny, taki
jak 3H lub '“C, sg uzyteczne w leku i/albo w badaniach dystrybucji tkankowej substratu. Izotopy trytu, to
znaczy, 3H, iwegla 14, to znaczy, “C, sg szczegdlnie korzystne ze wzgledu na tatwos$¢ wytwarzania
i wykrywania. Ponadto podstawienie izotopami, takimi jak deuter, to znaczy, ?H, moze dostarcza¢ pewnych
korzysci terapeutycznych wynikajgcych z wiekszej stabilnodci metabolicznej, na przyktad, zwiekszonego
czasu péttrwania in vivo lub zmniejszonych wymagan dawkowania i dlatego moze by¢ korzystne w pewnych
okolicznosciach. Na przyktad, wynalazek obejmuje zwigzki o wzorze ogdéinym (l), gdzie kazdy atom wodoru
zostat zastgpiony przez atom deuteru. Odmiany izotopowe s$rodka wedtug niniejszego wynalazku i jego
farmaceutycznie dopuszczalnych soli wedlug wynalazku mozna na og6t wytwarza¢ zgodnie
z konwencjonalnymi procedurami stosujgc wtasciwe odmiany izotopowe odpowiednich reagentow.
Proleki
[0113] Zwigzki wedlug niniejszego wynalazku mogg by¢ w postaci proleku, to znaczy w postaci
kowalencyjnie zwigzanych zwigzkow, ktére uwalniajg czynny lek macierzysty o wzorze ogdinym (/) in vivo.
Takie proleki stanowig na ogét zwigzki wedtug wynalazku, w ktérych jedna lub wiecej odpowiednia grupa
zostata zmodyfikowana tak, ze modyfikacja moze by¢ odwracalna po podaniu pacjentowi bedacemu
cztowiekiem lub innym ssakiem. Rewersja zwykle przeprowadzana jest za pomoca enzymu naturalnie
wystepujacego u pacjenta, aczkolwiek mozliwe jest podanie drugiego srodka razem z prolekiem w celu
przeprowadzenia rewersji in vivo. Przyktady takich modyfikacji obejmujg ester (na przyktad, dowolny z tych
opisanych powyzej), przy czym rewersje mozna prowadzi¢ z esterazg etc. Inne takie uktady znane sg

specjaliscie w tej dziedzinie.
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Solwaty

[0114] Zwigzki wedtug niniejszego wynalazku mogg by¢ w postaci solwatow.

Polimorfy

[0115] Zwigzki wedtug wynalazku mogg wystepowa¢ w réznych postaciach krystalicznych, postaciach
polimorficznych i postaciach (nie)hydratowanych. Jest dobrze ugruntowane w przemysle farmaceutycznym,
ze zwigzki chemiczne mozna wyodrebnia¢ w dowolnej z takich postaci za pomoca nieznaczenie réznigcych
sie sposobdw oczyszczania lub wyodrebniania postaci z rozpuszczalnikédw stosowanych w procesie syntezy
tych zwigzkow.

Podawanie

[0116] Kompozycje farmaceutyczne wedtug niniejszego wynalazku moga by¢ przystosowane do podawania
droga doodbytniczg, do nosa, dooskrzelowg, miejscowg (wigczajac droge dopoliczkowg, podjezykowsg i do
oczu, w szczegblnosci do podawania wewnatrzgatkowego, miejscowego do oczu, okotoocznego),
dopochwowg lub pozajelitowg (wigczajac podawanie podskérne, dozylne, domiesniowe, dotetnicze
i Srédskdrne), wewatrzotrzewnowg lub dooponowa. Korzystnie formulacja stanowi formulacje do podawania
doustnego. Formulacje mogg dogodnie wystepowaé w jednostkowych postaciach dawkowania to znaczy,
w postaci oddzielnych porcji zawierajgcych jednostkowg dawke, dawke wielokrotng lub podjednostki dawki
jednokrotnej. Przyktadowo formulacje mogg by¢é w postaci tabletek ikapsutek o podtrzymywanym
uwalnianiu, i mogg by¢ sporzgdzane sposobami dobrze znanymi w dziedzinie farmacji.

[0117] Formulacje do podawania doustnego wedtug niniejszego wynalazku mogg wystepowac
w jednostkowych postaciach dawkowania, takich jak kapsutki, kapsutki twarde, krople, optatki, pastylki
i tabletki, kazda zawierajgca ustalong ilos¢ sktadnika czynnego; jak proszki lub granulki; jak roztwér, emulsja
lub zawiesina sktadnika czynnego w cieczy wodnej lub niewodnej; lub jak ptynna emulsja olej w wodzie lub
woda w oleju; lub jak bolus efc. Korzystnie, kompozycje te zawierajg od 1 do 250 mg i bardziej korzystnie od
10 do 100 mg, sktadnika czynnego na dawke.

[0118] Dla kompozycji do podawania doustnego (np. tabletek lub kapsutek), okreslenie ,dopuszczalny
nosnik” obejmuje podioze, takie jak zwyczajowe substancje pomocnicze np. substancje wigzace, na przyktad
syrop, guma akacjowa, zelatyna, sorbitol, tragakanta, poliwinylopirolidon (Powidon), metyloceluloza,
etyloceluloza, karboksymetyloceluloza sodowa, hydroksypropylometyloceluloza, sacharoza i skrobia;
substancje wypetniajgce i nosniki, na przyktad skrobia kukurydziana, zelatyna, laktoza, sacharoza, celuloza
mikrokrystaliczna, kaolin, mannitol, fosforan dwuwapniowy, chlorek sodu i algininian sodu; i substancje
poslizgowe, jak stearynian magnezu, stearynian sodu iinne stearyniany metali, stearynian glicerolu, kwas
stearynowy, krzemionka fluidalna, olej silikonowy, talk, woski, oleje i krzemionka koloidalna. Mozna réwniez
stosowaé substancje poprawiajgce smak izapach, takie jak mieta, olej z roslin typu Wintergreen, smak
wisniowy i podobne. Moze by¢ tez pozadane dodanie $rodka koloryzujacego w celu uczynienia postaci
dawkowania fatwo rozpoznawalnej. Tabletki mozna réwniez powleka¢ metodami dobrze znanymi w stanie
techniki.

[0119] Tabletki mozna sporzadzac¢ przez prasowanie lub formowanie, ewentualnie z jednym lub wiecej
dodatkowym sktadnikiem. Tabletki prasowane mozna wytwarzaé przez prasowanie w odpowiednim
urzadzeniu zwigzku aktywnego w postaci sypkiej, takiej jak proszek lub granulki, ewentualnie zmieszanej
z substancjg wigzacg, substancjg poslizgowa, obojetnym rozcienczalnikiem, substancjg powierzchniowo
czynng lub substancja dyspergujaca. Tabletki formowane mozna sporzgdza¢ przez formowanie

w odpowiednim urzadzeniu mieszaniny sproszkowanego zwigzku zwilzonego z obojetnym ptynnym
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rozcienczalnikiem. Tabletki mogg by¢ ewentualnie powlekane lub dzielone i mogg byé formutowane tak, aby
zapewni¢ powolne lub kontrolowane uwalnianie $rodka czynnego.

[0120] Inne formulacje odpowiednie do podawania doustnego obejmujg tabletki do ssania zawierajgce
srodek czynny w bazie smakowej, zwykle sacharozie i gumie akacjowej lub tragakancie; pastylki zawierajgce
srodek czynny w obojetnej bazie takiej jak zelatyna lub gliceryna, albo sacharoza i guma akacjowa; i ptyny
do ptukania ust zawierajgce srodek czynny w odpowiednim ptynnym nosniku.

[0121] Inne postaci do podawania obejmujg roztwory lub emulsje, ktére mozna wstrzykiwac¢ drogg dozylna,
dotetnicza, dokanatowa, podskérng, $rodskdérng, wewatrzotrzewnowg, wewngtrzgatowg, miejscowa,
okotooczng lub domigsniowa, iktdre sporzadza sie zjatowych lub poddawanych sterylizacji roztworéw.
Postaci do wstrzykiwan zwyczajowo zawierajg od 10 do 1000 mg, korzystnie od 10 do 250 mg, sktadnika
Cczynnego na dawke.

[0122] Kompozycje farmaceutyczne wedtug niniejszego wynalazku mogg by¢ rowniez w postaci czopkéw,
globulek, zawiesin, emulsji, lotonéw, masci, kreméw, zeli, areozoli, roztworéw lub proszkéw do opylania.
[0123] Alternatywnym sposobem podawania przezskornego jest stosowanie plastra na skdre. Na przyktad,
sktadnik czynny moze by¢ wprowadzony do kremu zawierajgcego wodng emulsje glikoli polietylenowych lub
ciektej parafiny. Sktadnik czynny moze by¢ rowniez wprowadzony, w stezeniu pomiedzy 1 i 10% wag., do
masci zawierajgcej baze biatego wosku lub biatej miekkiej parafiny razem ztakimi substancjami
stabilizujgcymi lub konserwantami, ktére mogg by¢ wymagane.

Dawkowanie

[0124] Osoba o zwykitych umiejetnosciach w tej dziedzinie potrafi fatwo okresli¢ odpowiednig dawke jedne;
z gotowych kompozycji do podawania pacjentowi bez zbednego eksperymentowania. Zwykle lekarz okresli
rzeczywistg dawke, ktora bedzie najbardziej odpowiednia dla indywidulanego pacjenta i bedzie zaleze¢ od
wielu czynnikow, wiagczajgc aktywnos¢ konkretnego zastosowanego zwigzku, stabilno$¢ metaboliczng
i dlugos¢ dziatania tego zwigzku, wiek, mase ciata, ogdéiny stan zdrowia, ptec¢, diete, tryb i czas podawania,
szybkos$¢ wydalania, potgczenie lekéw, ciezko$¢ poszczegbinego stanu i przebieg indywidualnej terapii.
Dawkowania ujawnione w niniejszym opisie sg przyktadowe dla przecietnego przypadku. Moga wystepowaé
oczywiscie indywidualne przypadki, gdy wyzsze lub nizsze zakresy dawek sg zalecane isg one objete
zakresem niniejszego wynalazku.

[0125] Zgodnie z niniejszym wynalazkiem skuteczng ilo$¢ zwigzku o wzorze ogoinym (I) mozna podawac do
kierowania do poszczeg6lnego stanu lub choroby. Oczywiscie to dawkowanie bedzie dalej modyfikowane
zgodnie ze sposobem podawania zwigzku. Na przyktad, do osiggniecia ,skutecznej ilosci” w intensywnej
terapii korzystne jest podawanie zwigzku o wzorze ogélnym (I) drogg pozajelitowa. Najbardziej skuteczna
jest dozylna infuzja zwigzku w 5% dekstrozie w wodzie lub w roztworze soli fizjologicznej albo podobna
formulacja z odpowiednimi substancjami pomocniczymi, aczkolwiek stosuje sie réwniez domiesniowe
wstrzykniecie bolusa. Typowo dawka pozajelitowa bedzie wynosi¢ od okoto 0,01 do okoto 100 mg/kg;
korzystnie pomiedzy 0,1 do 20 mg/kg, w trybie utrzymania stezenia leku w osoczu na poziomie skutecznym.
[0126] Zwigzki mozna podawaé jeden do czterech razy dziennie w ilosci do osiggniecia catkowitej dobowej
dawki od okoto 0,4 do okoto 400 mg/kg/dobe. Dokiadng ilo$¢ zwigzku, ktora jest terapeutycznie skuteczna
oraz najlepszg dla zwigzku droge podawania tatwo ustali specjalista w tej dziedzinie przez zbilansowanie
stezenia leku we krwi, ktére jest wymagane do uzyskania skutku terapeutycznego.

[0127] Zwigzki wedtug niniejszego wynalazku mozna podawac¢ doustnie pacjentowi, w taki sposoéb, ze

stezenie leku jest wystarczajgce do osiggniecia jednego lub wiecej wskazan terapeutycznych tu
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ujawnionych. Zwykle kompozycje farmaceutyczng zawierajgcg zwigzek podaje sie w dawce doustnej od
okoto 0,1 do okoto 50 mg/kg w sposéb odpowiadajgcy stanowi pacjenta. Korzystnie dawka doustna wynosi
od okoto 0,1 do okoto 20 mg/kg.

[0128] Oczekuje sie, ze nie wystepujg zadne niedopuszczalne toksyczne dziatania, gdy podaje sie zwigzki
wedtug niniejszego wynalazku w zgodnosci z wynalazkiem. Zwigzki wedtug niniejszego wynalazku, ktére
moga wykazywac dobrg dostepnos¢ biologiczng, mozna bada¢ w jednym z kilku testéw biologicznych w celu
okreslenia stezenia zwigzku, ktére jest wymagane do uzyskania podanego skutku farmakologicznego.
Potaczenia

[0129] W szczegdlnie korzystnym wykonaniu jeden lub wigcej zwigzkéw wedtug wynalazku podaje sie
w potaczeniu z jednym lub wiecej innymi srodkami czynnymi, na przyktad, istniejgcymi lekami dostepnymi na
rynku. W takich przypadkach zwigzki wedtug wynalazku mozna podawac kolejno, jednoczesnie lub seryjnie
z jednym lub wiecej innymi srodkami czynnymi.

[0130] Leki na ogot sg bardziej skuteczne, gdy stosuje sie je w potgczeniu. W szczegdélnosci terapia
skojarzona jest pozgdana w celu unikniecia naktadania sie gtéwnych toksycznosci, mechanizmu dziatania
lub mechanizmu(éw) opornosci. Ponadto pozadane jest réwniez podawanie wiekszosci lekéw wich
maksymalnie tolerowanych dawkach przy minimalnych odstepach czasu pomiedzy tymi dawkami. Gtoéwne
korzysci tgczenia lekéw sg takie, ze moze to promowaé addytywne lub pozytywne synergistyczne dziatania
przez oddziatywania biochemiczne, a takze moze zmniejsza¢ powstawanie opornosci.

[0131] Korzystne potgczenia mozna zaproponowac¢ badajac aktywnosci hamujgce testowanych zwigzkéw
razem ze srodkami znanymi lub przypuszczalnie dajacymi korzy$¢ w leczeniu konkretnego zaburzenia. Te
procedure mozna réwniez stosowaé w celu okreslenia kolejnosci podawania srodkéw, to znaczy przed,
jednoczesnie albo po podaniu. Taki typ podawania moze cechowa¢ wszystkie srodki czynne tu ujawnione.
Test

[0132] Ujawniono réwniez zastosowanie w tescie zwigzku jak opisano powyzej w celu identyfikacji dalszych
kandydatéw zwigzkéw moggcych hamowa¢ PPP1 R15A-PP1.

[0133] Korzystnie, test stanowi test wigzania kompetycyjnego.

[0134] Bardziej korzystnie, test wigzania kompetycyjnego obejmuje skontaktowanie zwigzku wedtug
wynalazku z PPP1 R15A-PP1 oraz kandydata zwigzku i wykrycie jakiejkolwiek zmiany w interakcji pomiedzy
zwigzkiem wedtug wynalazku i PPP1 R15A-PP1.

[0135] Korzystnie, kandydat zwigzku tworzy sie z zastosowaniem konwencjonalnej modyfikacji SAR zwigzku
wedtug wynalazku.

[0136] Jak stosuje sie w niniejszym opisie okreslenie ,konwencjonalna modyfikacja SAR” odnosi sie do
standardowych sposobdw znanych w stanie techniki zmieniania podanego zwigzku na drodze chemicznej
derywatyzacji.

[0137] Zatem zdentyfikowany zwigzek dziata jak model (na przyktad, szablon) do opracowania innych
zwigzkéw. Zwigzki stosowane w takim tescie mogg by¢é wolne w roztworze, unieruchomione na statym
nosniku, wsparte na powierzchni komérki lub ulokowane wewnatrz komérki. Mozna mierzy¢ zniesienie
aktywnosci lub tworzenie wigzania komplekséw pomiedzy zwigzkiem i badanym $rodkiem.

[0138] Test moze by¢ badaniem przesiewowym, podczas ktérego bada sie pewna liczbe srodkéw. W jednym
aspekcie metoda badania wedlug niniejszego wynalazku jest badaniem przesiewowym o wysokiej

wydajnosci.
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[0139] Ujawniono réwniez zastosowanie kompetycyjnych testow przesiewowych lekéw, w ktdrych
neutralizujgce przeciwciata zdolne do wigzania zwigzku specyficznie konkuruja z badanym zwigzkiem
0 wigzanie ze zwigzkiem.
[0140] Inna technika badan przesiewowych zapewnia wysokowydajng analize (ang. high thoughput
screening HTS) srodkéw wykazujgcych powinowactwo wigzania do substancji ijest oparta na metodzie
opisanej szczeg6towo WO 84/03564.
[0141] Oczekuje sie, ze metody badan jak tu opisane beda odpowiednie zaréwno do badan przesiewowych
badanych zwigzkéw w matej i duzej skali, jak i do oznaczen ilosciowych.
[0142] Korzystnie, test badania kompetycyjnego obejmuje skontaktowanie zwigzku wediug wynalazku
z PPP1 R15A-PP1 w obecnosci znanego substratu dla PPP1 R15A-PP1 i wykrywanie jakiejkolwiek zmiany
w interakcji pomiedzy tym PPP1 R15A-PP1 i tym znanym substratem.
[0143] Ujawniono rowniez sposob wykrywania wigzania ligandu do PPP1 R15A-PP1, sposob obejmujacy
etapy:

(i) skontaktowanie ligandu z PPP1 R15A-PP1 w obecnosci znanego substratu

(i) wykrywanie dowolnej zmiany interakcji pomiedzy PPP1 R15A-PP1 iwspomnianym znanym

substratem;
i w ktorym wspomniany ligand stanowi zwigzek wedtug wynalazku.
[0144] Ujawniono réwniez spos6b obejmujacy etapy:

(a) przeprowadzenia metody badania opisanego powyzej;

(b) zidentyfikowania jednego lub wiecej ligandéw zdolnych do wigzania do domeny wigzacej ligand; i

(c) przygotowania pewnej ilosci jednego lub wiecej ligandow.
[0145] Ujawniono réwniez sposob obejmujacy etapy:

(a) przeprowadzenia metody badania opisanego powyzej;

(b) zidentyfikowania jednego lub wiecej ligandéw zdolnych do wigzania do domeny wigzgcej ligand; i

(c) przygotowania kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej jeden lub wiecej ligandow.
[0146] Ujawniono réwniez spos6b obejmujacy etapy:

(a) przeprowadzenia metody badania opisanego powyzej;

(b) zidentyfikowania jednego lub wiecej ligandéw zdolnych do wigzania do domeny wigzgcej ligand;

(¢) zmodyfikowania jednego lub wiecej ligandéw zdolnych do wigzania do domeny wigzacej ligand;

(d) przeprowadzenia metody badania opisanego powyzej;

(e) ewentualnie przygotowania kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej jeden Ilub wiecej

wspomnianych ligandow.
[0147] Ujawniono réwniez ligand zidentyfikowany metodg opisang powyzej.
[0148] Ujawniono rowniez kompozycje farmaceutyczng zawierajgca ligand zidentyfikowany metoda opisana
powyzej.
[0149] Ujawniono réwniez zastosowanie ligandu zidentyfikowanego metodg opisang powyzej do
przygotowania kompozycji farmaceutycznej do =zastosowania do leczenia zaburzenia zwigzanego
z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek, jak okreslono powyzej.
[0150] Powyzsza metoda moze by¢ stosowana do badania przesiewowego liganda uzytecznego jako
inhibitor PPP1 R15A-PP1.
[0151] Zwigzki o wzorze ogdlnym (l) sg uzyteczne zaréwno jako narzedzia laboratoryjne jak i $rodki

lecznicze. W laboratorium pewne zwigzki wedtug wynalazku sg uzyteczne do ustalenia, czy znany lub nowo
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opracowany kierunek cel przyczynia sie zasadniczo lub co najmniej znaczgco do funkcji biochemicznej
podczas ustalania lub przebiegu stanu chorobowego, proces zwyczajowo referowany jako ,walidacja
docelowa”.
[0152] Niniejszy wynalazek ponadto opisany jest w odniesieniu do nastepujacych figur, w ktérych:
Fig. 1 pokazuje zalezng od dawki ochrone komdérek HelLa przez zwigzek o wzorze (I), Przyktad 1 wedtug
wynalazku, przed stresem ER indukowanym przez 6 godzin ekspozycji na tunikamycyne. Zob. opis testu 1.
Fig. 2 pokazuje, ze zwigzek o wzorze (l), Przyktad 1 wedtug wynalazku, opdznia powr6t translacji
w komoérkach po stresie. Bardziej szczegotowo, Fig. 2 pokazuje, ze translacja jest ttumiona 2h po dodaniu
tunikamycyny. Powrét translacji jest widoczny w komoérkach traktowanych tylko tunikamycyna. Przyktad 1
wedtug wynalazku przedtuza ttumienie translacji w komérkach traktowanych tunikamycyng. Zob. opis testu 3.
Fig. 3 pokazuje, ze zwigzek o wzorze (l), Przyktad 1 wedtug wynalazku, odwrotnie niz guanabenz, nie
wykazuje aktywnosci wobec receptora adrenergicznego a2A, jak okreslono zgodnie z testem funkcjonalnym
dla receptora adrenergicznego a2A. Zob. opis testu 5.
Fig. 4 pokazuje, ze zwigzek o wzorze (l), Przyktad 1 wediug wynalazku, zapobiega pozostawaniu w ER
P0S63del, zmutowanego biatka zwigzanego z Charcot Marie Tooth 1 B. O$ Y: liczba komérek. UT: nie
traktowane.
Fig. 5 pokazuje, ze zwiazek o wzorze (l), Przyktad 1 wedtug wynalazku, zmniejsza gromadzenie dwdéch
niepowigzanych, wywotujgcych chorobe, nieprawidtowo sfatdowanych biatek: amino-koncowego fragmentu
zmutowanej huntingtyny (Htt48Q) zwigzanego zchorobg Huntingtona izmutowanego SOD1 (A4V),
zwigzanego ze stwardnieniem zanikowym bocznym. Os$ Y: procent gromadzenia biatek, w stosunku do
komorek nie traktowanych. UT: nie traktowane.
Fig. 6 pokazuje, ze zwigzek o wzorze (I), Przyktad 1 wedtug wynalazku, zmniejsza gromadzenie zmutowanej
rodopsyny P23H zwigzanej z retinopatig barwnikowg. O$ Y: liczba komorek. UT: nie traktowane.
[0153] Niniejszy wynalazek jest ponadio opisany w odniesieniu do nastepujgcych przyktadéw, nie
stanowigcych jego ograniczenia.
Przyklady
Metody i materiaty
[0154]

Przyktad 1 zakupiono w Chemdiv ref: 1683-6588

Przyktad 2 zakupiono w Chembridge ref: 5173161

Przyktad 4 zakupiono w Enamine ref: 249562642

Przyktad 6 zakupiono w Chemdiv ref: 1683-6502
Wytwarzanie zwigzkéw wedtug niniejszego wynalazku
[0155] Reagenty i zwigzki handlowe zostaty zakupione z Acros Organics, Sigma-Aldrich. Zwigzki wedtug
niniejszego wynalazku mozna wytwarzac zgodnie z nastepujaca procedura ogoina:
Procedura ogdlna A:
[0156]
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[0157] Do roztworu benzaldehydu (1 roéwn.) wetanolu (300 ml) kolejno dodawano chlorowodorek
aminoguanidyny (1 réwn.) iroztwér octanu sodu (1 réwn.) wtemperaturze 25°C. Powstatg mieszanine
ogrzewano w temperaturze 80°C przez nastepne ~ 6 godzin . Zakonczenie reakcji monitorowano metodg
TLC stosujac dichlorometan/metanol (8/2) jako faze ruchoma. Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcjg
pozostawiono do ochtodzenia do temperatury 25°C i wylano do nasyconego roztworu NaHCO3(700 ml).
Powstaty osad odsgczono pod proznig i przemyto woda (100 ml). Powstate ciato state roztarto z eterem
dietylowym (2 x 25 ml) iwysuszono pod préznig do uzyskania pozadanej pochodnej podstawionej
aminoguanidyny.

[0158] Nastepujace zwigzki wytworzono zgodnie z procedurg ogding A:

Przyktad 1: 1-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]-guanidyna

[0159] Wytworzono zgodnie z procedurg ogéing A wychodzac z 2-chlorobenzaldehydu. 'TH-NMR (DMSO-ds):
0 (ppm) 5,61 (s, 2H); 6,06 (s, 2H); 7,22-7,32 (m, 2H); 7,40 (dd, 1 H); 8,15 (dd, 1 H); 8,28 (s, 1 H); MS (ESI+):
m/z=197,4 [M+H]*

Przykiad 3: 1-[(E)-[(2-fluorofenylo)metylideno]amino]-guanidyna

[0160] Wytworzono zgodnie z procedurg ogdlng A wychodzac 2-fluorobenzaldehydu.

Przyktad 7: 1-[(E)-[(2-chloro-4-fluorofenylo)metylidenolamino]guanidyna

[0161] Wytworzono zgodnie z procedurg ogdélng A wychodzac z 2-chloro-4-fluorobenzaldehydu, z 67%
wydajnoscig. "TH-NMR (DMSO-ds): d (ppm) 5,80 (brs, 2H); 5,84 (brs, 2H); 7,19-7,34 (m, 4H); 8,16 (s, 1 H);
MS (ESI+): m/z=215,1 [M+H]*

Przyktad 13: 1-[(E)-[(3-chloropirydyn-4-ylo)metylideno]amino]guanidyna

[0162] Wytworzono zgodnie z procedurg ogoélng A wychodzac z 3-chloroizonikotynoaldehydu, z 50%
wydajnoscig. "H-NMR (DMSO-d): & (ppm) 6,01 (brs, 2H); 6,33 (brs, 2H); 8,10 (d, 1H); 8,14 (s, 1H); 8,37 (dd,
1H); 8,52(s, 1 H); MS (ESI+): m/z = 198,4 [M+H]*

Przyktad 15: 1-[(E)-[(2-chloro-6-fluorofenylo)metylidenolamino]guanidyna

[0163] Wytworzono zgodnie =z procedurg ogdélng A wychodzac z 2-chloronikotynoaldehydu, z 56%
wydajnoscig. "TH-NMR (DMSO-de): d (ppm) 5,84 (brs, 2H); 5,88 (brs, 2H); 7,18-7,35 (m, 3H); 8,16 (s, 1 H);
MS (ESI+): m/z=215,4 [M+H]*.

Zwiazek posredni 1: 3-chloro-5-fluoroizonikotynoaldehyd

[0164] Do roztworu N,N-diizopropyloaminy (0,864 g, 0,006690 mol) w THF (6 ml) podczas mieszania
dodano kroplami w czasie 15 minut n-bulLi (1,6M w heksanie) (7,6 ml, 0,012164 mol) w temperaturze -78° C.
Powstatag mieszanine mieszano w temperaturze -78° C przez 15 minut, po czym umozliwiono ogrzanie do
temperatury 0° C, podczas czego w dalszym ciggu mieszano przez 1 godzine. Powstalg mieszanine
reakcyjng ponownie ochtodzono do temperatury -78° C, a nastepnie kroplami w ciggu 10 minut dodano
roztwér 3-chloro-5-fluoropirydyny (0,8 g, 0,006082 mol) w THF (6 ml). Powstatg mieszanine reakcyjng
mieszano w temperaturze -78° C przez 1 godzine, a nastepnie dodano kroplami mréwczan metylu (0,73 g,

0,012164 mol) wtemperaturze -78° C. Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze -78° C przez
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dodatkowg 1 godzine. Reakcje monitorowano metodg TLC stosujgc heksan: octan etylu (5:5) jako faze
ruchoma. Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng wylano do nasyconego roztworu NH4Cl (50 ml)
i ekstrahowano octanem etylu (4 x 25 ml). Potgczone ekstrakty organiczne przemyto zdemineralizowang
wodg (50 ml), solankg (25 ml), wysuszono nad siarczanem sodu i zatezono pod préznig. Destylacja fazy
organicznej dostarczyta pozgdany aldehyd (0,6 g, 61,85% wydajnos¢) w surowej postaci. Surowy zwigzek
stosowano bezposrednio w nastepnym etapie bez zadnej dodatkowej obrdbki.

Przyktad 16: 1-[(E)-[(3-chloro-5-fluoropirydyn-4-ylo)metylidenolamino]guanidyna

[0165] Wytworzono zgodnie z procedurg ogdlng A wychodzac z 3-chloro-5-fluoroizonikotynoaldehydu,
z 14% wydajnoscig. 'TH-NMR (DMSO-dj): 8 (ppm) 5,95-6,30 (m, 4H); 8,10 (s, 1 H); 8,46-8,52 (m, 2H); MS
(ESI+): m/z=216,0 [M+H]*.

Przykiad 8: N-{N-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]lamino] karbamimidoilo}acetamid

[0166]
cl cl
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[0167] Do roztworu 1-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]-guanidyny (0,50 g, 0,002543 mol) w DMSO
(10ml) dodano bezwodnik octowy (0,26 g, 0,002543 mol) w temperaturze 25°C. Powstatg mieszanine
reakcyjng mieszano w temperaturze 25°C przez nastepne 15 godzin. Zakonczenie reakcji monitorowano
metodg TLC stosujac dichlorometan/metanol (9,5/0,5) jako faze ruchoma. Po zakonczeniu reakciji
mieszanine reakcyjng wylano do wody (100 ml) i ekstrahowano octanem etylu (2 x 150ml). Potgczone
ekstrakty organiczne przemyto solankag (100 ml), wysuszono nad siarczanem sodu, przesgczono i zatezono
pod préznig. Powstaty surowy produkt nastepnie oczyszczono metodg chromatografii flash stosujgc
dichlorometan: metanol jako faze ruchomg , po czym pozgdany produkt wymyto okoto 1,0% metanolem
w dichlorometanie. Destylacja frakciji czystego produktu zapewnita N-{N-[(E)-[(2-
chlorofenylo)metylidenolamino]karbamimidoilo}acetamid (0,080 g, 13% wydajnos¢). 'H-NMR (DMSO-de): &
(ppm) 2,97 (s, 3H); 7,25-7,41 (m, 3H); 7,42-7,53 (m, 1H); 7,79 (brs, 1H); 8,22-8,29 (m, 1H); 8,48 (s, 1H);
10,58 (brs, 1H); MS (ESI+): m/z=239,2 [M+H]*.

Przyktad 9: N-{N-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylidenolamino]karbamimidoilo}karbaminian metylu

[0168]
Cl NH chloromréwezan metylu Cl NH O
H H H

[0169] Do =zawiesiny 1-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]-guanidyny (0,15 g, 0,000762 mol)
w dichlorometanie (5 ml) dodano trietyloamine (0,32 ml, 0,002288 mol) w temperaturze 25°C. Powstatg
mieszanine reakcyjng ochtodzono do temperatury 0°C stosujac taznie 16d/sél; nastepnie dodano do
mieszaniny reakcyjnej chloromréwczan metylu (0,09 ml, 0,001144 mol) w temperaturze 0°C. Powstalg
mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 15 godzin. Zakohczenie reakcji
monitorowano metodg TLC stosujgc dichlorometan/ metanol (9/1) jako faze ruchoma. Po zakonczeniu
reakcji mieszanine reakcyjng wylano do nasyconego roztworu NaHCOs (20 ml) iekstrahowano
dichlorometanem (3 x 25 ml). Potgczono ekstrakty organiczne przemyto zdemineralizowang woda (20 ml),
solankg (20 ml), wysuszono nad siarczanem sodu, przesgczono i zatezono pod préznig. Powstaty surowy

produkt nastepnie oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej flash stosujgc dichlorometan: metanol
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jako faze ruchomg, po czym pozgdany produkt wymyto okoto 1,0% metanolem w dichlorometanie.
Destylacja frakcji czystego produktu zapewnita N-{N-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]karbamimidoilo}
karbaminian metylu (0,065 g, 37% wydajnos¢). '"H-NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3,60 (s, 3H); 7,34-7,43 (m, 2H);
7,45-7,52 (m, 1 H); 7,67 (brs, 1 H); 7,92 (brs, 1 H); 8,22-8,30 (m, 1 H); 8,44 (s, 1 H); 11,02 (brs, 1 H); MS
(ESl+): m/z= 255,4 [M+H]*

[0170] Wybrane zwigzki wedtug wynalazku przedstawiono w tabeli 1 ponizej:

Zwigzek Wzér Nazwa chemiczna
numer
cl
T K{é NH . . .
Przyktad 1 N \f 1-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]-guanidyna
NH,
Br 4
Przyktad 2 Sy 1-[(E)-[(2-bromofenylo)metylideno]amino]-guanidyna
NH,
F
H
Przyktad 3 /Q\\N/NYNH 1-[(E)-[(2-fluorofenylo)metylideno]amino]-guanidyna
NH,
\/ﬁ /NH . . .
Przyktad 4 \f/ 1-[(E)-[(2-metylofenylo)metylideno]amino]guanidyna
NH,
0
S . (6-metylo-5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-ylo)hydrazon ~ 2-
Przykiad 6 | |
e \%N\W};&)\/N chlorobenzaldehydu
cl
T
Przyktad 7 /@ﬂ\w’ \(}‘ 1-[(E)-[(2-chloro-4-fluorofenylo)metylideno]amino]guanidyna
o NH,
Ff'
Cl " "
N-{N-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]amino]karba
Prayklad 8 \ N/NYMY .{ .[(.)[( . ylo)mety! ] ]
NH O mimidoilo}acetamid
Cl
H iy N-{N-[(E)-[(2-chlorofenylo)metylideno]lamino]karba
Przyklad 9 < K/NYNYQ\ .{ .[(.) [( of ylo)mety! ] 1
}’ P NH O mimidoilo}karbaminian metylu
cl "
Przykiad 13 ! = Q\\N/N'\[(NH’ 1-[(E)-[(3-chloropirydyn-4-ylo)metylideno]amino]guanidyna
N. = NH
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Zwigzek Wzér Nazwa chemiczna
numer
of
H

X N __NH
Przyktad 15 N \f 1-[(E)-[(2-chloro-6-fluorofenylo)metylideno]amino]guanidyna

. NH,

Cl y

_N<___NH 1-[(E)-[(3-chloro-5-fluoropirydyn-4-ylo
Przyklad 16 N HE(S-cnlors opIyAyn-4:y10)
Ne i NH, metylidenoJamino]guanidyna

[0171] W niektorych doswiadczeniach ponizej, mozna stosowac sole tych zwigzkdéw; na przyktad, mozna
stosowacé sél octanowg Przyktadu 1 utworzong z kwasem octowym.

Cytoprotekcja przeciw stresowi ER (Test 1)

[0172] Komorki HeLa hodowano na podtozu Dulbecco's Modified Eagle's Media (DMEM) wzbogaconej
w penicyline, streptomycyne, zawierajgcym 5% ptodowg surowice bydleca (FBS), w temperaturze 37 °C
w atmosferze 5% CO2. Komorki wysiano na ptytki 24-dotkowe w gestosci 15 000 komérek/ml, na 24 godziny
przed traktowaniem. Stres ER wywofano przez dodanie s$wiezego podioza zawierajgcego 2,5 pg/mi
tunikamycyny (Sigma-Aldrich) razem z inhibitorami fosfatazy elF2a (0,2-5uM). Podtoza zmieniane bylty 6 h
pdzniej na $wieze podioza zawierajgce inhibitory fosfataz (0,2-5uM). Inhibitory rozpuszczono w DMSO (50
mM) i sam DMSO stosowano jako kontrole. Zywotno$é komérek oceniano przez pomiar redukcji WST-8 [2-
(2-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-tetrazolium] do formazanu stosujac test
do pomiaru zywotnosci komérek Cell Viability Counting Kit-8 (Dojindo) zgodnie z zaleceniami dostawcy, 48 h
po traktowaniu tunikamycyng. Cytoprotekcje przeciw stresowi ER mierzy sie w odniesieniu do procentowego
wzrostu zywotnosci komérek (w stosunku do kontroli) po stresie ER. Wyniki dla Przykiadu 1 wedtug
wynalazku przedstawiono na Fig. 1.

Ocena szybkosci translacji w komorkach nie poddanych stresowi (Test 2)

[0173] Komdrki Hela (80,000 komoérek /ml) wysiano na 12-dotkowe ptytki 24 h przed kazdym
doswiadczeniem, po czym albo nie traktowano ich albo traktowano je zwigzkami (50 uM) przez 0,5, 1, 2,5, 5
i 7,5 h. W koncu kazdego punktu czasowego dodawano do podtoza hodowlanego 30,6 uCi/ml 35S-metioniny
(EasyTag, PerkinElmer) w ciggu 10 min w temperaturze 37 °C. Po oznakowaniu, komérki ptukano lodowato
zimnym PBS i poddawano lizie w 75 pl buforu Laemmli. Lizaty poddano dziataniu ultradzwiekdéw, gotowano
w temperaturze 95 °C przez 5 min irozdzielono na zelach NUPAGE 4-12% gradient. Zele wybarwiano za
pomocg Coomassie Brilliant Blue R-250 i analizowano metodg fosforo-obrazowania.

Ocena szybkosci translacji w komérkach poddanych stresowi (Test 3)

[0174] Postepowanie przeprowadzono jak w przypadku mierzenia translacji komorek nie poddanych
stresowi, z wyjatkiem takim, ze do zwigzkéw dodano tunikamycyne (2,5 pg/ml). Wyniki dla Przyktadu 1
wedtug wynalazku przedstawiono na Fig. 3.

Immunoprecypitacja (Test 4)

[0175] Komorki HelLa (80,000 komorek/ml) wysiano dzien przed wprowadzeniem traktowania,
transfekowano plazmidami ekspresyjnymi GFP-PPP1 R15A lub FLAG-PPP1 R15B stosujgc Lipofectamine

2000 (Invitrogen) zgodnie z procedurg wytwércy. Dwa dni po transfekcji komérki traktowano przez 6 h
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zwigzkami (50 pM), a nastepnie ptukano PBS i poddano lizie w buforze IP (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM
NaCl, 0,2% Triton X-100, 10% glicerol i koktail inhibitora proteazy bez EDTA). Lizaty sklarowano przez
odwirowanie przy 15 000 g przez 15 min w temperaturze 4 °C i nastepnie wyczyszczono na peretkach biatka
G przez 1 godzine w temperaturze 4 °C. Biatka poddano immunoprecypitacji za pomocg 1,5 ul przeciwciata
GFP (JL-8, Clontech, 632380), zwigzano do 20 pl peretek biatko-G-sefaroza (GE Healthcare, 17-0618-01).
Peretki ptukano nastepnie 3 razy zimnym buforem IP i gotowano w 50 pl buforu Laemmli (25 mM Tris-HCI
pH 6,8, 1% SDS, 25 mM DTT, 7,5% glicerolu, 0,05% bfekitu bromofenolowego). Immunostrgcone kompleksy
biatkowe (17 pl) oddzielono na zelach NuPAGE stosujac 4-12% gradient (Invitrogen), przeniesiono do
Optitran BA-S 83 wzmocnionej btony nitrocelulozowej i wywotano za pomoca GFP i przeciwciat PP1 (sc-
7482, Santa Cruz).

Test funkcjonalny akworyny dla receptora adrenergicznego a2A (Test 5)

[0176] Komorki CHO-K1 wspétwyrazajgce mitochondrialng apoakworyne, Gal16 irekombinowany ludzki
receptor adrenergiczny a2A hodowane do fazy mid-log w podtozu hodowlanym bez antybiotykdéw, odtgczono
za pomocg PBS-EDTA, odwirowano i ponownie zawieszono w DMEM/HAM's F12 z HEPES, bez czerwieni
fenolowej + 0,1% BSA bufor bez proteazy w stezeniu 1x10% komoérek/ml. Komérki inkubowano
w temperaturze pokojowej przez co najmniej 4 godziny koelenterazyng h. W kazdym dniu testu,
referencyjnego agoniste (UK14304) badano w celu oceny wyniku testu i okreslenia ECso. Nastepnie 50 pl
zawiesiny komérek zmieszano z 50 pl badanego agonisty w 96-dotkowych ptytkach. Powstatg emisje Swiatta
rejestrowano przy uzyciu luminometru Hamamatsu Functional Drug Screening System 6000. Do
standaryzacji emisji rejestrowanego $wiatta (oznaczenie ,100% sygnatu”) na ptytkach i wréznych
doswiadczeniach, niektore dotki zawieraty 100 pM digitoniny lub nasycone stezenie AT (20 uM). Dane
dawka —odpowiedz testowanych zwigzkéw analizowano za pomocag oprogramowania XLfit (IDBS) stosujgc
regresje nieliniowg stosowang do sigmoidalnego modelu dawka-odpowiedz.

[0177] Wynik dla Przyktadu 1 wedtug wynalazku przedstawiono na Fig. 4. Korzystnie, w przeciwienstwie do
guanabenzu, Przyktad 1 nie jest uwazany za silnego agoniste alfa-2. Ta utrata aktywnosci alfa-2
adrenergicznej powoduje, ze zwigzek jest terapeutycznie uzyteczny do leczenia zaburzeh zastrzezonych
w niniejeszym zgtoszeniu. Brak aktywnosci alfa-2 adrenergicznej oznacza, ze zwigzek mozna podawac
w dawkach odpowiednich do traktowania zaburzeh zastrzezonych w niniejeszym zgtoszeniu, ale bez
zadnego znaczacego dziatania na cisnienie krwi, przez co unika sie potrzeby podawania razem ze znanym
antagonistg alfa-2 adrenergicznym (alfa blokerem).

Ocena selektywnosci

[0178] Selektywnos¢ uzasadniajg wyniki testow 1, 2, 3 i 5:

Selektywny inhibitor PPP1 R15A powinien chroni¢ komérki przed stresem ER (Test 1), nie hamowaé
translacji w komoérkach nie poddanych stresowi (Test 2), przedtuzaé ttumienie translacji po tunikamycynie
(Test 3) iselektywnie dysocjowa¢ holofosfataze PPP1 R15A-PP1, ale nie holofosfataze PPP1R15B-PP1
(Test 4).

Wyniki

[0179] Wyniki Testéw 1 do 4 dla wybranych zwigzkéw wedtug wynalazku przedstawiono w Tabeli 1 ponize;.
Tabela 1:
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Test 1

Przezycie
Przykt. |stresie

(wzrost %)

1 180
2 40
3 80
4 100
6 120
7 160
8 100
9 20
13 60-80
15 160
16 140

a uyzasadnione

b potwierdza selektywnos¢ wobec PPP1 R15A-PP1 lub jej brak.

po
ER

hamowaniem
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Test 2

Hamowanie
translacji

w komoérkach nie

poddanych stresowi

NIE

TAK

TAK

TAK

NIE

TAK

TAK

NIE

TAK

translacji

Test 3

Ttumienie
translacji
Tm

po

przedtuzona

przedtuzona

przedtuzona

przedtuzona

przedtuzona

przedtuzona

przedtuzona

przedtuzona

w komérkach
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Test 4

Dysocjacja
PPP1R15A/PP1
PPP1 R15B/PP1®

lub

Dysocjacja
PPP1R15A/PP1
ALE NIE

PPP1 R15B/PP1P

Ocena

selektywnosci

Selektywnosé
wobec

PPP1 R15A
PPP1R15B2

lub

Selektywnie hamuje
PPP1R15A, NIE
PPP1R15B

Hamuje zardbwno
PPP1  R15A
i PPP1R15B

jak

Preferencyjnie
hamuje PPP1 R15A

Hamuje  zaréwno
PPP1 R15A jak
i PPP1R15B

Selektywnie hamuje
PPP1 R15A, nie B

Dysocjacja . i
Hamuje zarbwno
PPP1R15A/PP1
PPP1 R15A jak
ORAZ
i PPP1R15B
PPP1R15B/PP1®
Hamuje  zaréwno
PPP1 R15A jak
i PPP1R15B
Potencjalnie
selektywny
Potencjalnie nie
selektywny
po stresie /nie poddanych stresowi
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Testy komorkowe:

Materiaty i metody

[0180] Hodowla komodrkowa ireagenty Komérki linii 293T utrzymywano w podtozu hodowlanym
Dulbecco's, zmodyfikowanym podtozu Eagle's, wzbogaconym w 10% ptodowg surowice bydleca
i transfekowano w 6- lub 12- dotkowych ptytkach przy uzyciu metode fosforanu wapnia zwyczajowo
prowadzgca do transfekcji 0 70% skutecznosci. Rutynowo 45,000 komérek/ml wysiano przed transfekcja jak
opisano w (Rousseau iin. 2009). Mielinowy P0S63del-DSred konstrukt opisano w (Pennuto iin. 2008),
konstrukt huntingtyny opisano w (Rousseau iin. 2009), konstrukt SOD1A4V opisano (Munch iin. 2011)
i konstrukt P23H opisano w (Mendes and Cheetham 2008).

Mikroskopia fluorescencyjna

[0181] Transfekowane komorki utrwalono z4% paraformaldehydem iznakowano wskazanymi
przeciwciatami. Mikrofotografie zrobiono w powigkszeniu 100X za pomoca Leica TCS SP2AOBS mikroskopu
konfokalnego lub Leica DMRB mikroskopu fluorescencyjnego.

Immunoblotting

[0182] Rutynowo 70% komoérek konfluentnych z dotka 12-dotkowej ptytki poddano lizie w 140 ul wrzgcego
buforu Laemmli (25 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% SDS, 25 mM ditiotreitol, 7,5% glicerol, 0,05% btekit
bromofenolowy) w celu analizy immunoblot. 18 ul ekstraktow biatka wprowadzono na zele 2-12% NuPAGE
i przeniesiono na wzmocniong Optitranem BA-S 83 btone nitrocelulozowg (Whatman and Schleicher &
Schuell). Réwny tadunek ekstraktow biatkowych analizowanych metoda immunoblot byt kontrolowany przez
barwienie Ponceau Red iwimentyng (dane nie pokazane). Btony nasycono w 5% wysuszonym
odttuszczonym mleku w soli fizjologicznej buforowanej fosforanem i sondowano za pomoca przeciwciata Hitt
2b4 lub przeciwciata HA wcelu uwidocznienia SOD1 znaczonego HA. Odpowiednie drugorzedowe
przeciwciato sprzezone z peroksydazg uwidoczniono =z uzyciem =zestawu SuperSignal West Pico
Chemiluminescent (Pierce). Obrazy chemiluminescencyjne uzyskano stosujgc Chemi-Smart 5000 (Vilber-
Lourmat) umozliwiajgce ilosciowe wykrywanie chemiluminescencji. Sygnaty bedace przedmiotem
zainteresowania oceniano ilosciowo przy uzyciu programu ImageJ.

Ocena Charcot Marie Tooth 1 B (Test 6)

[0183] Delecja seryny 63 z PO (P0S63del) powoduje neuropatie Charcot-Marie-Tooth 1 B u ludzi i podobnag
demielinizujgca neuropatie u transgenicznych myszy. Zmutowane biatko nieprawidiowo fatduje i gromadzi
sie w ER, wywotujgc UPR, inie moze by¢ witgczone do mieliny (D'Antonio iin., 2009, J Neurosci Res, 87,
3241-9). Komérki 293T transfekowano za pomocg znakowanego P0S63 del - P0S63del-DSred —
i analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego, 48 h po transfekcji w obecnosci lub przy braku
zwigzkéw o wzorze (l). Zgodnie z metodologig opisang w (Pennuto iin. 2008), komorki z P0S63del-DSred
pozostate w ER zliczono. Fig. 4 pokazuje, ze w komoérkach nie poddanych leczeniu, P0OS63del gromadzi sie
w ER, ale Przyktad 1 zapobiega temu gromadzeniu. Poniewaz gromadzenie nieprawidiowo sfatdowanego
biatka PO wywotuje CMT-1 B iwykazano, ze Przyktad 1 zmniejsza gromadzenie biatka powodujgcego
chorobe, zwigzek o wzorze (l) powinien by¢ uzyteczny do leczenia CMT-1 B jak tez innych postaci CMT,
w ktorych biatko powodujgce chorobe jest nieprawidtowo fatdowane i pozostaje w ER.

Test na chorobe Huntingtona i stwardnienie zanikowe boczne (Test 7)

[0184] Zgtaszajacy badat gromadzenie amino-koncowego fragmentu zmutowanej huntingtyny (Htt48Q)
zwigzanego z choroba Huntingtona i mutanta SOD1 (A4V) zwigzanego ze stwardnieniem zanikowym

bocznym.
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[0185] Zgtaszajacy stosowat metode opisano poprzednio w WO/2008/041133. Komorki 293T transfekowano
za pomoca plazmidu kodujgcego Htt48 lub SOD144V j traktowano Przyktadem 1 w DMSO lub samym DMSO
4 godziny po transfekcji. Lizaty SDS zebrane 48 h po transfekcji analizowano na NuPAGE, a nastepnie
przez immunoblot z przeciwciatem Huntingtyny (2B4) lub HA (SOD1). Fig. 5 pokazuje test ilosciowy sygnatu
w immunoblotach, znormalizowany do komoérek nie traktowanych zwigzkiem. Przyktad 1 zmniejsza
gromadzenie obu biatek. Pokazano, ze Przykiad 1 zmniejsza gromadzenie biatek powodujgcych chorobe
Huntingtona i stwardnienie zanikowe boczne, zwigzek o wzorze (I) powinien by¢ uzyteczny do leczenia
takich chordb jak tez innych choréb neurodegeneracyjnych powodowanych gromadzeniem nieprawidtowo
sfatdowanych biatek.

Test gromadzenia rodopsyny P23H (Test 8)

[0186] Zgtaszajacy badat gromadzenie rodopsyny zwigzanej z retinopatig barwnikowg jak opisano (Mendes
& Cheetham 2008).

[0187] Komérki 293T transfekowano plazmidem kodujgcym mutanta rodopsyny P23H i traktowano
Przyktadem 1 w DMSO lub samym DMSO 4 h po transfekcji. Komorki analizowano za pomocg mikroskopu.
Fig. 6 pokazuje komoérki z lub bez agregatéw. Przyktad 1 zmniejsza agregaty. Poniewaz gromadzenie
nieprawidtowo sfatdowanej rodopsyny powoduje RP ipokazano, ze Przyktad 1 zmniejsza gromadzenie
biatka powodujgcego chorobe, zwigzek o wzorze (l) powinien byé uzyteczny do leczenia retinopatii
barwnikowe;.

Przyktady 1 i 6 sg potwierdzonymi selektywnymi inhibitorami PPP1 R15A.

Przyktady 2,4,7,8 hamuja zarowno PPP1 R15A jak i B.

[0188] Pomimo, ze wynalazek zostat opisany w zwigzku z konkretnymi korzystnymi wykonaniami, nalezy
rozumie¢, ze wynalazek jak zastrzezono nie powinien by¢ zbytnio ograniczony do tych konkretnych
wykonan. W rzeczywistosci r6zne modyfikacje opisanych sposobow realizacji wynalazku, ktére sg oczywiste

dla specjalisty w pokrewnych dziedzinach, majg by¢ objete zakresem wynalazku.

ZASTRZEZENIA PATENTOWE

1. Zwigzek o wzorze (l), lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sél,
Ri Rs
« M
i N N T SR )
Y. Z N
Sx R, \R5

lub jego postac tautomeryczna

w ktérym:

R1 oznacza alkil, Cl, F lub Br;

R2 oznacza H lub F;

Rs jest wybrany sposréd H i alkilu;

R4 jest wybrany sposréd H i C(O)Re;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktora jest ewentualnie podstawiona przez
jedng lub wiecej grup Rio;
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Re jest wybrany sposrod Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Re sg niezaleznie wybrane sposréd alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu i arylu,
przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy R1o jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, NO2, CN, COO-alkilu, aralkilu, SO2z-alkilu SO2-
arylo COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NHz, NH-alkilu, N(alkilu)2, CFs, alkilu i alkoksy;

X'i Z kazdy niezaleznie oznacza CRi1, i Y jest wybrany sposréd CRi11 i N;

Ri1 oznacza H lub F;

do zastosowania do leczenia zaburzenia, zwigzanego ze stresem nieprawidtowego fatdowania biatek
i w szczegoblnosci z gromadzeniem nieprawidtowo sfatdowanych biatek, wybranego sposréd neuropatii
Charcot Marie Tooth;

ostrego zespotu Dejerine-Sottas; chordb siatkowki, korzystnie retinopatii barwnikowej, ciliopatii siatkdwki,
degeneracji plamki zo6ttej lub retinopatii cukrzycowej, i ALS.

2. Zwigzek do zastosowania wedtug zastrzezenia 1 , w ktérym

- R1 oznacza CI, Br, Me lub F, bardziej korzystnie, Cl;

- Rz oznacza H;

- Y oznacza CRi11 lub Y oznacza N;

- Rs i R4 oba oznaczajg H, albo Rs oznacza H i R4 oznacza C(O)Res;

- Rs oznacza Me albo OMe; i/albo

- R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktora jest ewentualnie podstawiona przez jedna
lub wiecej grup Rio.

3. Zwigzek do zastosowania wedtug zastrzezenia 1 albo 2, w ktérym wspomniany zwigzek ma wzér

(la), lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol,

Ry Rs
< N A .
\ N/
|| | ()
= N
% R, \N/ R1o

lub jego postac tautomeryczna
w ktérym Ri, Rz, Rs i R1o sg jak okreslono w zastrzezeniu 1.
4, Zwigzek do zastosowania wedtug dowolnego z poprzedzajacych zastrzezen, ktory jest wybrany

sposrdd nastepujacych:

Cl
H
Przykiad 1 NN /’N\T%NH
/ NH,
Br

H
Przykiad 2 \N/N\f“”
NH

F

H
Przyktad 3 @f*«“y//‘“”
NH,
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N
Przykiad 4 B

Cl
Przyklad 6 ”N)%[/
/N\‘N R N
H
o N _NH
Przyktad 7 @f\m jf%”
NH,
_ .

H H
Sop S
Przykiad 8 U\N \g/“’j(
P H O
Cl
N N _o
Przyktad 9 S N Y
NH O
cl
N NH
Przyktad 13 “15/\«’”\( :
No_ & NH
Cl
NS H NH
Przyktad 15 N7 \f
NH,,
cl
X H NH
Przyktad 16 7 Nig \(
Nz NH,
lub jego posta¢ tautomeryczna, lub jego dopuszczalna sol.
5. Zwigzek do zastosowania wedtug zastrzezenia 4, ktory stanowi Przyktad 1, lub jego farmaceutycznie
dopuszczalna sol.
6. Zwigzek do zastosowania wedlug zastrzezenia 4, ktéry stanowi Przyktad 15 Ilub jego
farmaceutycznie dopuszczalna sol.
7. Zwigzek do zastosowania wedlug zastrzezenia 4, ktéry stanowi Przyktad 16 Ilub jego
farmaceutycznie dopuszczalna sol.
8. Zwigzek do zastosowania wedtug dowolnego z poprzednich zastrzezenh, przy czym zaburzenie
stanowi neuropatia Charcot Marie Tooth.
9. Zwigzek o wzorze (ll), lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol,
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« A A
ﬂ AN e T R, "
Y N
Sy R, \R5

lub jego postac tautomeryczna

w ktérym:

R1 oznacza alkil, Cl, F lub Br;

R2 oznacza H albo F;

Rs jest wybrany sposréd H i alkilu;

R4 jest wybrany sposréd H i C(O)Re;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktora jest ewentualnie podstawiona przez
jedng lub wiecej grup Rio;

Re jest wybrany sposrod Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Ro sg niezaleznie wybrane sposrod alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu, arylu
i heteroarylu, przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy Rio jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, CN, NO2, COO-alkilu, aralkilu, SO2-alkilu, SO2-
arylu, COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NH2, NH-alkilu, N(alkilu)2, CF3, alkilu i alkoksy;

X i Z kazdy niezaleznie oznacza CRi1, i Y oznacza N; i

R11 oznacza H lub F.

10. Zwigzek o wzorze (lll), lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol,
R, Rs
~ N A
DR
Y ~Z N
>y R, \R5

lub jego posta¢ tautomeryczna

w ktorym:

R1 oznacza alkil, Cl, F lub Br;

R2 oznacza H lub F;

Rs jest wybrany sposrod H i alkilu;

R4 oznacza C(O)Res;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktéra jest ewentualnie podstawiona przez
jedna lub wiecej grup Rio;

Re jest wybrany sposréd Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Ro sg niezaleznie wybrane sposrod alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu, arylu
i heteroarylu, przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy Ruo jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, CN, NO2, COO-alkilu, aralkilu, SOz-alkilu, SO2-
arylu, COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NH2, NH-alkilu, N(alkilu)2, CF3, alkilu i alkoksy;

Xi Z kazdy niezaleznie oznacza CRi1, i Y jest wybrany spos$réd CR11i N; i

R11 oznacza H lub F.
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11. Zwigzek wedtug zastrzezenia 10 o wzorze (llla), lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol,
R 3
N H l!l o)
7 AN N/
“ ‘ (llla)
N A AN
\x R Y Rio

w ktérym Ri, Rz, Rs i R1o sg jak okreslono w zastrzezeniu 10.
12. Zwigzek o wzorze (IV), lub j jego farmaceutycznie dopuszczalna sol,

\
® Y
Y

Rs jest wybrany sposréd H i alkilu;

lub jego posta¢ tautomeryczna
w ktorym:
R1 oznacza alkil lub Br;

R2 oznacza H;

R4 jest wybrany sposrod H i C(O)Re;

Rs oznacza H;

albo R4 i Rs sg zwigzane do utworzenia grupy heterocyklicznej, ktéra jest ewentualnie podstawiona przez
jedna lub wiecej grup Ri1o; Re jest wybrany sposrod ORz7 i NRsRg;

Re jest wybrany sposréd Rz, OR7 i NRsRo;

Rz, Rs i Re sg niezaleznie wybrane sposréd alkilu, cykloalkilu, aralkilu, cykloalkenylu, heterocyklilu i arylu,
przy czym kazdy z nich jest ewentualnie podstawiony przez jedng lub wiecej grup Rio;

kazdy Rio jest niezaleznie wybrany sposréd fluorowca, OH, CN, NO2, COO-alkilu, aralkilu, SOz-alkilu, SO2-
arylu, COOH, CO-alkilu, CO-arylu, NH2, NH-alkilu, N(alkilu)2, CF3, alkilu i alkoksy;

Xi Z kazdy oznacza CH i Y oznacza CRi1;

R11 oznacza H lub F.

13. Zwigzek wybrany sposréd nastepujgcych, i jego farmaceutycznie dopuszczalna sol,
¢ ;
Przyktad 7 /@Aw/ Nﬁ’//’ a
NH,
-
Ci
Przyktad 8 N
Ci
Ne _No__o©
Przyktad 9 S N7
NH O

Cl
H
Przykiad 13 B Sty
N = NH
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cl
H
N __NH
Przykiad 16 NN
AN NH,
lub jego posta¢ tautomeryczna.
14. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca zwigzek wedtug dowolnego z poprzednich zastrzezen od 9

do 13 z domieszkg farmaceutycznie dopuszczalnego rozcienczalnika, substancji pomocniczej lub nosnika.
15. Potaczenie zawierajgce zwigzek wedtug dowolnego z poprzednich zastrzezeh od 9 do 13 idrugi

Srodek czynny.
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