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本发明描述了抗血管生成治疗、通透性过高

病症的治疗、神经性病症和神经变性病症的治

疗、疼痛治疗、降低先兆子痫的风险的方法以及

用于此类方法的化合物。
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1.式(I)的化合物或其药学上可接受的盐在制备用于眼部新生血管形成的剂量依赖性

治疗或预防的药物中的用途，

其中：

R1表示三氟甲基基团；

R2表示氢原子；

R3表示任选地被选自以下的取代基取代的呋喃基：C1‑6烷基、氰基、或者2‑吡啶基或3‑吡

啶基或4‑吡啶基；

R4表示氢原子；

Q表示‑C(O)‑；

W表示4‑吗啉基、或任选地具有一个或多个取代基的1‑哌嗪基，其中，所述一个或多个

取代基可以选自以下中的一个或多个：氰基，羧基，氧代或C1‑6烷基；并且

所述眼部新生血管形成的治疗或预防选自年龄相关性黄斑变性、非炎性眼部疼痛、眼

部血管疾病、恶性和良性眼部肿瘤生长和转移、眼部炎性疾病、糖尿病性视网膜病变、沙眼、

晶状体后增生、新生血管性青光眼、植入角膜组织的免疫排斥、增殖性视网膜病变、水肿和

黄斑营养不良的治疗或预防。

2.如权利要求1所述的化合物的用途，其中所述药物用于眼部新生血管形成的局部治

疗或预防。

3.如权利要求2所述的化合物的用途，其中所述眼部新生血管形成的局部治疗或预防

是剂量依赖性治疗或预防。

4.如权利要求1所述的化合物的用途，其中所述眼部新生血管形成的治疗或预防是年

龄相关性黄斑变性的治疗或预防。

5.如权利要求1、2或3所述的化合物的用途，其中所述眼部新生血管形成的治疗或预防

是糖尿病性视网膜病变的治疗或预防。

6.包含权利要求1所限定的式(I)的化合物、任选存在的一种或多种其它活性成分以及

药学上可接受的载体的药物组合物在制备用于治疗眼部新生血管形成的药物中的用途，其

中所述药物为适于眼内注射的形式，并且所述眼部新生血管形成的治疗如权利要求1中所

定义。

7.包含权利要求1所限定的式(I)的化合物、任选存在的一种或多种其它活性成分以及

药学上可接受的载体的药物组合物在制备用于治疗眼部新生血管形成的药物中的用途，其

中所述药物为适于向眼部局部给药的形式，并且所述眼部新生血管形成的治疗如权利要求

1中所定义。

8.如权利要求1所述的化合物的用途或者如权利要求6或7所述的药物组合物的用途，
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其中W表示1‑哌嗪基或4‑甲基‑1‑哌嗪基或(4‑(二甲基氨基)乙基)‑1‑哌嗪基或(4‑(二甲基

氨基)丙基)‑1‑哌嗪基。

9.如权利要求8所述的化合物的用途或者药物组合物的用途，其中R3表示被3‑吡啶基或

4‑吡啶基取代的呋喃基。

10.如权利要求1所限定的式(I)的化合物或其药学上可接受的盐在制备用于哺乳动物

个体的抗血管生成治疗的药物中的用途，其中所述抗血管生成治疗是癌症治疗。

11.如权利要求10所述的化合物的用途，其中W表示1‑哌嗪基或4‑甲基‑1‑哌嗪基或(4‑

(二甲基氨基)乙基)‑1‑哌嗪基或(4‑(二甲基氨基)丙基)‑1‑哌嗪基。

12.如权利要求11所述的化合物的用途，其中R3表示被3‑吡啶基或4‑吡啶基取代的呋喃

基。

13.如权利要求10所述的化合物的用途，其中所述癌症是前列腺癌。
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用于治疗眼部新生血管形成的化合物

发明领域

[0001] 本发明涉及抗血管生成治疗以及用于抗血管生成治疗的化合物，所  述化合物特

别用于以诸如年龄相关性黄斑变性的新生血管形成  (neovascularisation)为特征的病况

的抗血管生成治疗。

[0002] 本发明还涉及通透性过高(hyperpermeability)病症的治疗以及用于治  疗通透

性过高病症的化合物。

[0003] 本发明还涉及神经性病症和神经变性病症的治疗以及用于治疗神经  性病症和神

经变性病症如阿尔茨海默病的化合物。

[0004] 本发明还涉及疼痛治疗以及用于治疗疼痛的化合物。

[0005] 本发明还涉及降低先兆子痫的风险的方法以及用于此类方法的化合  物。

[0006] 发明背景

[0007] 年龄相关性黄斑变性(AMD)是一种影响黄斑中间区域的导致视力丧  失的疾病，其

是年龄超过50岁的人群失明的主要原因(Bressler,2004)。  渗出性AMD是AMD的最严重的形

式(Ferris等人，1984)，其主要由黄  斑下方的脉络膜循环产生并且以脉络膜新生血管化

(CNV)为特征。CNV  是新血管由脉络膜到视网膜色素上皮(RPE)的异常生长(Patz等人，

1977)，  其被认为由于在RPE下方的血液和浆液的渗漏而导致视力丧失，所述渗  漏最终导

致光感受器丧失、视网膜脱落和密集的黄斑瘢痕(Fine等人，  2000；Campochiaro等人，

2006)。血管内皮生长因子(VEGF)是血管生成  和血管渗漏的关键因子(Dvorak等人，1995)，

其在CNV进展中被上调  (D’Amore,1994；Spilsbury等人，2000；Anderson等人，2002；Das等

人，  2003)，并已成为治疗渗出性AMD的主要治疗靶标。

[0008] VEGF是被选择性剪接以形成多种亚型的家族的复合体基因(Leung  等人，1989；

Jingjing等人，1999)，每一亚型在生物性质、活性和功能方  面不同(Houck等人，1991)。大

部分细胞通常表达VEGF121、VEGF165和  VEGF189亚型，而VEGF145和VEGF206是相对罕见的。大部

分VEGF亚  型包含外显子1‑5(除了VEGF111外(Mineur等人，2007))，但与编码硫酸  肝素(HS)

结合域的外显子6和7的部分不同。这些外显子用途的改变使  选择性剪接的亚型的生物性

质发生改变，所述生物性质例如它们与细胞  表面硫酸肝素蛋白聚糖结合以及释放血管生

成因子的能力(Tischer等人，  1991；Neufeld等人，1999)。

[0009] 在2002年，从近端剪接位点(PSS)到远端剪接位点(DSS)的66个碱  基下游显示出

第八外显子的差异剪接(Bates等人，2002；Woolard等人，  2004)。该区域中的选择性剪接产

生了第二亚型家族(VEGFxxxb)，以其抗  血管生成性质而闻名(Perrin等人，2005)。WO  03/

102105(其内容全部援  引加入本文)描述了选择性剪接的亚型及其治疗意义。

[0010] 在病理学血管生成过程中，促血管生成亚型被选择性上调(Bates等  人，2002；

Varey等人，2008；Pritchard‑Jones等人，2007)，表明VEGFxxx和VEGFxxxb可以具有单独的调

节途径。已表明在眼内注射之后，这些  抗血管生成亚型如VEGF165b和VEGF121b在视网膜和脉

络膜的新生血管  形成的动物模型中有效地抗血管生成(Hua等人，2008)，并且导致内皮  和

视网膜上皮细胞的细胞保护作用(Magnussen等人，2010)。
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[0011] FDA在2004年12月批准的治疗血管生成AMD的第一种疗法是  VEGF165、VEGF189和

VEGF206特异性适体培加尼布钠(Macugen)。在临  床试验期间，培加尼布剂量依赖性降低严

重视敏度下降的风险，并减缓  新生血管AMD的进展(Gragoudas等人，2004)，但未导致视力

的显著改  善。在2006年，雷珠单抗(Ranibizumab)(Lucentis)(一种新的人源化抗  VEGF抗

体片段)被FDA批准用于新生血管AMD的治疗。该批准是基于  三个临床试验的结果，其中在1

年时，约95％的每月用0.5mg  Lucentis  治疗的患者维持视敏度(定义为降低<15个字母)，

并且≤40％的患者改善  了视力(定义为增加≥15个字母)，与其相比，在假对照治疗组中为

11％  (Rosenfeld等人，2006；Brown等人，2006；Brown等人，2009)。当前的  治疗方案需要每

月通过眼内注射给药Lucentis(Brown等人，2009；  Schmidt‑Erfuth等人，2011)。此类眼内

注射导致眼内压增加(Good等人，2010)以及眼内炎和其他严重副作用的风险(虽然很小)

(Jager等人，  2004)。此外，证明bevicizumab(阿瓦斯丁(Avastin))(一种Lucentis衍生  于

其的抗VEGF抗体)与VEGF165等效力地结合VEGF165b，由此靶向促  血管生成VEGF亚型和抗血

管生成VEGF亚型(Varey等人，2008)。

[0012] 因为VEGF的抗血管生成亚型和血管生成亚型源自相同的基因，所 以对亚型家族

的控制取决于对选择性剪接的控制。我们最近已经确定了  一些控制VEGF在近端剪接位点

处的剪接的途径，涉及RNA结合蛋白  质SRSF1(Nowak等人，2008；Amin等人，2011)及其激酶

SRPK1(Sanford  等人，2005)作为细胞使用近端剪接位点并因此产生VEGF的促血管生成  亚

型的决定的关键需求(Nowak等人，2008；Nowak等人，2010)。SRPK1 的敲减(Knockdown)有效

地降低了肿瘤中VEGF介导的体内血管生成，  并且SRPK1和SRPK2的抑制降低了体内血管生

成(Amin等人，2011)。

[0013] WO  2008/11077、WO  2009/106855、WO  2010/058227、WO  2011/036429和WO  2011/

148200(其公开内容援引加入本文)描述了引导  有利于VEGFxxxb亚型的表达的药剂的治疗

及其他生理学用途。SRPK抑  制剂在基本上可以构成此类药剂。

[0014] WO  2005/063293描述了一类SRPK抑制剂，包括SRPIN340及其衍 生物和类似物。

[0015] 用于引导VEGFxxxb亚型的表达的新药剂的开发在治疗例如新生血  管性AMD方面以

及在涉及VEGFxxxb的所有其他疾病方面均代表了新纪 元。

[0016] 本发明部分地基于靶向SRPK1的新的小分子抑制剂，其特别用作抗  血管生成剂、

神经保护剂、用于治疗或预防通透性过高病症的药剂、用  作用于治疗疼痛的药剂、以及用

作用于降低先兆子痫的风险或治疗先兆  子痫的药剂。

[0017] 本发明还至少部分地基于下述令人惊讶的发现，即，已知抑制  SRPK1(例如

SRPIN340及其衍生物和类似物)的低分子量化合物可局部  地或以剂量依赖性方式用于抑

制CNV进展。

[0018] 发明概述

[0019] 在第一方面，本发明提供了式(I)的化合物或其药学上可接受的盐、  溶剂合物、水

合物或前药，其用于眼部新生血管形成的剂量依赖性治疗 或预防，
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[0020]

[0021] 其中：

[0022] R1表示氢原子、可具有一个或多个取代基的C1‑6烷基、可具有一个  或多个取代基

的C2‑6烯基、可具有一个或多个取代基的C2‑6炔基、可具  有一个或多个取代基的C6‑10芳基、

卤原子、硝基、氰基、叠氮基、羟基、  可具有一个或多个取代基的C1‑6烷氧基、可具有一个或

多个取代基的C1‑6烷硫基、可具有一个或多个取代基的C1‑6烷基磺酰基、羧基、甲酰基、  可具

有一个或多个取代基的C1‑6烷氧羰基、酰基、酰氨基或氨磺酰基；

[0023] R2表示氢原子、可具有一个或多个取代基的C1‑6烷基、或可具有一  个或多个取代

基的芳基；

[0024] R3表示可具有一个或多个取代基的C1‑6烷基、可具有一个或多个取  代基的C2‑6烯

基、可具有一个或多个取代基的C6‑10芳基、可具有一个或  多个取代基的含氮杂环、可具有

一个或多个取代基的含氧杂环、或可具  有一个或多个取代基的稠合芳族杂环；

[0025] R4表示氢原子或卤原子；

[0026] Q表示‑C(O)‑、‑C(S)‑、‑SO2‑、‑C(S)NHC(O)‑、‑C(O)NHC(O)‑或  C(O)NHC(S)‑；和

[0027] W表示氢原子、氨基、可具有一个或多个取代基的C1‑6烷基、可具  有一个或多个取

代基的C6‑10芳基、卤原子、羟基、可具有一个或多个取  代基的C1‑6烷氧基、可具有一个或多

个取代基的C1‑6烷硫基、可具有一  个或多个取代基的含氮杂环、可具有一个或多个取代基

的稠合芳族杂环、 或由下式(II)表示的基团：

[0028]

[0029] 其中R5和R6相同或不同，并且各自表示氢原子、可具有一个或多  个取代基的C1‑6烷

基、可具有一个或多个取代基的含氮杂环、可具有一  个或多个取代基的稠合芳族杂环基、

酰基或酰氨基；

[0030] 或上述R5和R6连同相邻的氮原子可以形成可具有一个或多个取代  基的杂环，并且

所述杂环可以是可具有一个或多个取代基的稠合芳族杂  环；

[0031] 或上述R5和R6可以是可具有一个或多个取代基的亚环烷基氨基、 或可具有一个或

多个取代基的芳族稠合亚环烷基。

[0032] 所述剂量依赖性优选是例如附图的图4(左图)所示类型的S型效力/  剂量关系。表

述“眼部新生血管形成”在其范围内包括以眼部新生血管形  成为特征的疾病和病症，包括

例如脉络膜新生血管化如年龄相关性黄斑  变性。术语“眼部新生血管形成”在其范围内还

包括以视网膜新生血管化 为特征的疾病和病症。

[0033] 在第二方面，本发明提供了用于局部治疗或预防眼部新生血管形成 的式(I)的化

合物或其药学上可接受的盐、溶剂合物、水合物或前药。
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[0034] 本发明的第一和第二方面还提供了通过向需要此类治疗的个体给药  式(I)的化

合物来治疗或预防眼部新生血管形成的各方法，以及式(I)的化  合物作为剂量依赖性治疗

和/或作为局部治疗在制备用于治疗或预防眼  部新生血管形成的药物中的各用途。

[0035] 令人惊讶且基于现有技术预料不到的是，在本发明中使用的化合物  能够剂量依

赖性治疗或预防眼部新生血管形成或局部地治疗或预防眼部  新生血管形成。剂量依赖性

治疗不是固有可预测的，但对于有效治疗是 高度期望且有益的。

[0036] 可以特别提及在WO  2005/063293中所描述的式(I)的具体化合物和 式(I)的化合

物的优选或例示的子集以及它们的药学上可接受的盐、溶剂  合物、水合物和前药，以用于

本发明。

[0037] 可以提及用于本发明的方法的式(I)的化合物的其他实例是其中R3为可具有一个

或多个取代基的含氧杂环、或可具有一个或多个取代基的2‑或3‑或4‑吡啶基的化合物。优

选的化合物包括其中R3为被苯基或者  2‑或3‑或4‑吡啶基取代的含氧杂环的化合物，其本

身可以如本文所述的  那样被进一步取代。式(I)的这些化合物以及它们的药学上可接受的

盐、  溶剂合物、水合物或前药是新的，并且作为化合物本身(以及它们剂量依  赖性治疗或

预防眼部新生血管形成和/或局部治疗或预防眼部新生血管  形成的用途)，它们构成本发

明的又一方面。

[0038] 包含所述新化合物的药物组合物以及所述新化合物和包含其的药物  组合物在抗

血管生成治疗(包括治疗和预防以异常或过度血管生成为特  征的病症和疾病)、通透性过

高病症的治疗、神经性病症和神经变性病症 的治疗、非炎性疼痛的治疗及降低先兆子痫的

风险的方法中的用途构成  本发明的其他方面。

[0039] 在其中R3为可具有一个或多个取代基的含氧杂环的式(I)的新化合  物中，R3基团

可以是例如：任选地被诸如甲基的C1‑6烷基取代的呋喃基，  例如5‑甲基‑呋喃‑2‑基；或任选

地被各自可具有一个或多个取代基的氰  基、卤素、硝基、甲酰基、2‑或3‑或4‑吡啶基或者苯

基取代的呋喃基。

[0040] 在其中R3为可具有一个或多个取代基的2‑或3‑或4‑吡啶基的式(I)  的新化合物

中，所述可具有一个或多个取代基的2‑或3‑或4‑吡啶基可以  是例如未取代的3‑吡啶基

(即，其中吡啶基的氮杂原子与Q基团呈间位)。

[0041] 作为式(I)的新化合物的优选实例，可以提及这样的化合物：其中W  为氨基；或可

具有一个或多个取代基的吗啉基，更特别为未取代的吗啉  ‑4‑基；或可具有一个或多个取

代基(例如4‑甲基取代基或烷基氨基取代  基)的1‑哌嗪基，更特别为4‑(二甲基氨基)乙基

或4‑(二甲基氨基)丙基取  代基。此外，在该组中，可以特别提及这样的化合物：其中R1为三

氟甲  基，R2和R4均为H。

[0042] 为了用于本发明的第一和第二方面，可以提及的特别优选的是：(a)  上述式(I)的

化合物，其中R3为可具有一个或多个取代基的含氧杂环，所  述取代基例如苯基取代基或者

2‑或3‑或4‑吡啶基取代基，或者可具有一  个或多个取代基的苯基取代基或者2‑或3‑或4‑

吡啶基，(b)SRPIN340，  其式在附图的图1中示出，以及(c)它们的药学上可接受的盐、溶剂

合  物、水合物或前药。其中R3为可具有一个或多个取代基的含氧杂环或可  具有一个或多

个取代基的2‑或3‑或4‑吡啶基的式(I)的化合物的实例包  括：MVRL09和MVRL10，其式在附

图的图1中示出；以及MVRL16、  MVRL17、SPHINX9、SPHINX10、SPHINX12、SPHINX13和
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SPHINX14，  其式在表1中示出。为了避免疑问，化合物MVRL10、MVRL16和  MVRL17还被分别描

述为SPHINX、SPHINX6和SPHINX7。

[0043] 式(I)的化合物以及它们的药学可接受的盐、溶剂合物、水合物和前  药还可以下

列特征中的一个或多个(无论是单独的或任意组合形式的，其  可与本文所述或WO  2005/

063293所述的任意实例和优选项相结合以用  于化合物)为特征：

[0044] 1.R1可以表示三氟甲基；

[0045] 2.R3可以表示含氧杂环或者2‑或3‑或4‑吡啶基；

[0046] 3.R3可以表示被苯基或者2‑或3‑或4‑吡啶基取代的含氧杂环；

[0047] 4.W可以表示可具有一个或多个取代基的4‑吗啉基、或可具有一个  或多个取代基

的1‑哌嗪基；

[0048] 5.W可以表示1‑哌嗪基或4‑甲基‑1‑哌嗪基或4‑(2‑(二甲基氨基)乙  基)‑1‑哌嗪

基或4‑(2‑(二甲基氨基)丙基)‑1‑哌嗪基；

[0049] 6.当R1为三氟甲基、R2＝R4＝H、R3为4‑(3‑吡啶基)‑呋喃‑2‑基且  Q为‑C(O)‑时，则

W不是其中R5或R6为被氨基或取代氨基取代的C1‑6烷基的由式(II)表示的基团；和

[0050] 7.当R2＝R4＝H、R3为4‑吡啶基且W为N‑哌啶基且Q为‑C(O)‑ 时，则R1不是氢。

[0051] 由式(I)表示的化合物包括例如：

[0052] (1)其中上述R1为氢原子、C1‑6烷基、卤化C1‑6烷基或卤原子的此  类化合物；

[0053] (2)其中上述R1为三氟甲基的此类化合物；

[0054] (3)其中上述R2为氢原子或C1‑6烷基的此类化合物；

[0055] (4)其中上述R2为氢原子的此类化合物；

[0056] (5)其中上述R3为具有一个或多个取代基的含氮的5‑元至10‑元杂  芳基环或可具

有取代基的含氧的5‑元至10‑元杂芳基环的此类化合物；

[0057] (6)其中上述R3为可具有一个或多个取代基的吡啶环或呋喃环的此  类化合物；

[0058] (7)其中上述R3为2‑或3‑或4‑吡啶环的此类化合物；

[0059] (8)其中上述R3为可具有一个或多个取代基的呋喃环的此类化合  物；

[0060] (9)其中上述R3为被苯环或吡啶环取代的呋喃环的此类化合物；

[0061] (10)其中上述R4为氢原子的此类化合物；

[0062] (11)其中上述Q为‑C(O)‑或‑C(O)NHC(S)‑的此类化合物，其中C(O)  表示氧原子与

碳原子通过双键连接，并且C(S)表示硫原子与碳原子通过  双键连接；

[0063] (12)其中上述Q为‑C(O)‑的此类化合物；

[0064] (13)其中上述W由式(II)表示的此类化合物，其中R5和R6连同邻  近的氮原子形成

可具有取代基的杂环基；

[0065] (14)其中上述W为可具有C1‑6烷基作为取代基的具有一个氮原子 的4‑元至8‑元杂

环基、可具有C1‑6烷基作为取代基的包含一个氮原子和  一个氧原子的4‑元至8‑元杂环基、

或可具有C1‑6烷基作为取代基的包含  两个氮原子的4‑元至8‑元杂环基的此类化合物；

[0066] (15)其中上述W为可具有C1‑6烷基作为取代基的包含一个或两个  氮原子的4‑元至

8‑元杂环基的此类化合物；

[0067] (16)其中上述W为可具有C1‑6烷基作为取代基的吗啉基的此类化 合物；

[0068] (17)其中上述W为可具有C1‑6烷基作为取代基的哌啶基或哌嗪基 的此类化合物；
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和

[0069] (18)其中上述W为具有C1‑6烷基作为取代基的哌嗪基的此类化合  物。

[0070] 在上述化合物中，R1按次序优选为(1)至(2)，并且(2)是更优选的。  R2按次序优选

为(3)至(4)，并且(4)是更优选的。R3按次序优选为(5)至(9)，  并且(9)是更优选的。Q按次

序优选为(11)至(12)，并且(12)是更优选的。  W按次序优选为(13)至(18)，并且(18)是更优

选的。

[0071] 更优选的化合物由上述式(I)表示，并且包含取代基类型的任意组合，  对于R1，取

代基类型各自选自(1)至(2)；对于R2，取代基类型各自为(3)  至(4)；对于R3，取代基类型各

自为(5)至(9)；对于R4，取代基类型各自  选自(10)；对于Q，取代基类型各自选自(11)至

(12)；或对于W，取代基  类型各自选自(13)至(18)。

[0072] 因此，特别提及的化合物是式(I)的化合物，其中：

[0073] R1为三氟甲基；

[0074] R2和R4各自为氢原子；

[0075] R3为各自可具有一个或多个取代基的吡啶环或呋喃环；

[0076] Q为‑C(O)‑；和

[0077] W为可具有一个或多个取代基的具有一个氮原子的4‑元至8‑元杂环  基、可具有一

个或多个取代基的包含一个氮原子和一个氧原子的4‑元至  8‑元杂环基、或可具有一个或

多个取代基的包含两个氮原子的4‑元至8‑ 元杂环基。

[0078] 在此类化合物中，更优选的化合物是式(I)的化合物，其中：

[0079] R1为三氟甲基；

[0080] R2和R4各自为氢原子；

[0081] R3为各自可具有一个或多个取代基的吡啶环或呋喃环；

[0082] Q为‑C(O)‑；和

[0083] W为各自可具有一个或多个取代基的吗啉基、哌啶基或哌嗪基。

[0084] 特别提及的化合物是式(Ia)的化合物：

[0085]

[0086] 其中W为可具有一个或多个取代基的具有一个氮原子的4‑元至8‑  元杂环基、可具

有一个或多个取代基的包含一个氮原子和一个氧原子的  4‑元至8‑元杂环基、或可具有一

个或多个取代基的包含两个氮原子的4‑  元至8‑元杂环基，并且R8为氢、氰基、C1‑6烷基、苯

基或2‑、3‑或4‑吡  啶环。由W定义的4‑元至8‑元杂环基上的取代基可以是别处关于式(I) 

的化合物所定义的那些取代基。

[0087] 发明详述
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[0088] 抗血管生成治疗

[0089] 抗血管生成治疗优选包括对与异常血管生成或促血管生成VEGF亚  型(VEGFxxx)的

异常过量产生相关的任何疾病或病症的治疗或预防。此类  疾病或病症包括例如：血管疾病

(例如，血管收缩和以血管收缩为特征的  病症，以及心血管疾病)、恶性和良性瘤形成(例

如，血管生成依赖性癌  症，例如肿瘤癌症)、肿瘤转移、炎性疾病、糖尿病、糖尿病性视网膜

病  变和糖尿病的其他并发症(例如糖尿病性新生血管形成)、沙眼、晶状体  后增生、新生血

管性青光眼、年龄相关性黄斑变性、血管瘤、植入角膜 组织的免疫排斥、与眼损伤或感染相

关的角膜血管生成、奥斯勒‑韦伯综  合征(Osler‑Webber  Syndrome)、心肌血管生成、伤口

肉芽形成(wound  granulation)、毛细血管扩张、血友病关节(hemophiliac  joints)、血管

纤维  瘤、毛细血管扩张、银屑病、硬皮症、脓性肉芽肿、冠状动脉侧枝、缺  血性肢体血管生

成、潮红、肥胖、关节炎(例如类风湿性关节炎)、血细  胞生成、血管发生、齿龈炎、动脉粥样

硬化、子宫内膜异位症、血管内  皮内细胞过渡增生、银屑病、多毛症和增殖性视网膜病变。

本发明的抗  血管生成治疗还可以包括对健康个体进行的非治疗性治疗，例如出于美  容目

的来抑制血管发育。对于与异常血管生成相关的疾病和病症以及抗  血管生成治疗的其他

细节参见WO  2008/110777，其内容援引加入本文。

[0090] 微 血 管 通 透 性 过 高 病 症 、上 皮 细 胞 存 活 的 病 症 和上 皮 滤 过 膜 窗 孔 

(fenestrations)的病症

[0091] 作为SRPK1抑制剂的本发明化合物还可以用作治疗其中涉及选择  性剪接的

VEGFxxxb亚型的其他病症的治疗剂。例如，在WO  2010/058227  (其内容援引加入本文)中已

表明VEGFxxxb对多种微血管通透性过高病  症、上皮细胞存活的病症和上皮滤过膜窗孔的病

症是有活性的。

[0092] 微血管通透性过高病症、调节VEGFxxx亚型的促血管生成促通透性 的病症、上皮细

胞存活和通透性的病症和/或上皮滤过膜窗孔的性质方面(例如密度数和/或尺寸)的病症

是多种严重的医学病况的基础。

[0093] 此类病况的实例包括例如蛋白尿、尿毒症、微量白蛋白尿、低白蛋 白血症、肾超滤

(renal  hyperfiltration)、肾病综合征、肾衰竭、肺性高血  压、毛细血管通透性过高、微动

脉瘤、水肿和糖尿病的血管并发症。

[0094] 此类糖尿病的血管并发症的实例包括例如糖尿病性视网膜病变(增  殖和非增殖

的)和糖尿病性肾病。糖尿病的血管并发症可与I期糖尿病和  II期糖尿病相关。

[0095] 蛋白质从血液中损失可能导致其他并发症，例如血栓形成尤其是脑  部中的血栓

形成，以及对感染的易感性。天然蛋白质从血液中损失可能 严重削弱癌症治疗的效力。

[0096] 微血管通透性过高病症可以特别是肾病症，例如GFB的通透性病  症，例如足细胞

的通透性病症。

[0097] 其中支持上皮细胞存活的治疗会是有效的疾病的实例如下：

[0098] 急性肺纤维化疾病、成人呼吸窘迫综合征、成人呼吸窘迫综合征、 晚期癌症、过敏

性呼吸道疾病、肺泡损伤、血管生成、关节炎、腹水、 哮喘、烧伤后的哮喘或水肿、动脉粥样

硬化、自身免疫性疾病、骨质吸 收、与表皮下水疱形成相关的大疱性病症(包括大疱性类天

疱疮)、心血  管病况、与肾小球或肾小球系膜细胞的增殖相关的某些肾疾病、慢性和  过敏

性炎症、慢性肺疾病、慢性阻塞性肺疾病、硬化、角膜血管生成、  角膜疾病、冠状和脑侧枝血
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管形成、冠状动脉再狭窄、心脏病后的损伤、  疱疹样皮炎、糖尿病、糖尿病性肾病、糖尿病性

视网膜病变、内毒素性  休克、多形性红斑、纤维化、肾小球肾炎、血管球性肾炎 

(glomerulonophritis)、移植物排斥、革兰氏阴性脓毒症、血管瘤、肝硬化、  肝功能衰竭、带

状疱疹、宿主抗移植物反应(肾脏、肝脏、心脏和皮肤的  局部缺血再灌注损伤和同种异体移

植排斥)、感染的受损伤口愈合、单纯  疱疹感染、来自人免疫缺陷病毒(HIV)的感染、炎症、

癌症、炎性肠炎(克  罗恩病和溃疡性结肠炎)、炎性病况、支架内再狭窄、支架内狭窄、局部 

缺血、局部缺血性视网膜静脉闭塞、局部缺血性视网膜病变、卡波济氏 肉瘤、瘢痕疙瘩、在

急性炎症期间的肝脏疾病、肺同种异体移植物排斥(闭  塞性支气管炎)、淋巴样恶性肿瘤、

早产儿黄斑变性视网膜病变、骨髓增  生异常综合征、心肌血管生成、新生血管性青光眼、非

胰岛素依赖型糖  尿病(NIDDM)、闭塞性细支气管炎、眼部病况或疾病、与视网膜血管增  生

相关的眼疾病、奥斯勒‑韦伯‑朗迪病(Osier‑Weber‑Rendu  disease)、骨关  节炎、卵巢过度

刺激综合征、佩吉特氏病、胰腺炎、类天疱疮、多囊性 肾病、息肉、绝经后骨质疏松症、先兆

子痫、银屑病、肺水肿、肺纤维  化、肺结节病、再狭窄、再狭窄、视网膜病变(包括糖尿病性视

网膜病变)、  早产儿视网膜病变和年龄相关性黄斑变性；类风湿关节炎、类风湿关节  炎、潮

红、结节病、脓毒症、中风、滑膜炎、系统性红斑狼疮、甲状腺  炎(throiditis)、血栓性微血

管综合征(thrombic  micoangiopathy  syndromes)、  移植排斥、创伤、肿瘤相关的血管生

成、血管移植物再狭窄、血管移植  物再狭窄、von  Hippel  Lindau病、伤口愈合。

[0099] 本发明可以用于治疗黄斑营养不良。其包括：斯特格病/眼底黄色斑  点症；斯特格

样(Stargardt‑like)黄斑营养不良；斯特格样黄斑营养不良；  常染色体显性“牛眼”黄斑营

养不良；Best黄斑营养不良；成人卵黄状变  性；Pattern营养不良；Doyne蜂窝状视网膜营养

不良；北卡罗莱纳州黄  斑营养不良；类似MCDR1的常染色体显性黄斑营养不良；与耳聋有关 

的北卡罗莱纳州样黄斑营养不良；渐进性双焦脉络膜视网膜萎缩；索斯 比眼底营养不良；

中央晕轮状脉络膜营养不良；显性囊样黄斑营养不良；  青少年视网膜劈裂症；隐性黄斑营

养障碍；非家族隐性黄斑营养障碍。

[0100] 所述病症特别可以是视网膜上皮的病症，例如地图样萎缩  (geographic 

atrophy)或年龄相关性黄斑变性。

[0101] 对于微血管通透性过高病症、上皮细胞存活的病症和上皮滤过膜窗  孔的病症及

其治疗的其他细节参见WO  2010/058227，其内容援引加入本  文。

[0102] 神经性病症和神经变性病症

[0103] 作为SRPK1抑制剂的本发明化合物还可以用作治疗其中涉及选择  性剪接的

VEGFxxxb亚型的其他病症的治疗剂。例如，在WO  2009/106855  (其内容援引加入本文)中已

表明VEGFxxxb具有神经保护和神经再生作  用。

[0104] 本发明所要治疗或预防的神经性病症包括神经性疼痛以及糖尿病性  和其他神经

病。

[0105] 本发明所要治疗或预防的神经变性病症包括认知型和非认知型神经  变性、神经

肌肉变性、运动感觉神经变性、眼神经变性。

[0106] 预期VEGFxxxb家族的蛋白质的活性主动地预防且主动地逆转病况  和病症。

[0107] 此外，因为轻度认知功能障碍通常与某类健康人群(例如老年人、处  于压力下的

人、疲劳或疲惫的人)的正常状态相关，因此本发明还适用于  健康人群的非治疗性治疗以
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调节或正常化他们的认知功能和行为，包括  思考、记忆、学习、集中和推理。

[0108] 此外，因为神经再生可以有助于正常化具有精神病学或行为学异常  的个体的脑

神经网络(无论这些是否可被诊断为一种或多种确定的精神  病学病况)，所以本发明还适

用于具有神经病学病症的人的治疗性治疗以  及身体健康的人的非治疗性治疗以将他们的

认知和行为调节到正常状  态。

[0109] 例如，本发明提供了对下述病况的治疗或预防：疼痛(例如，神经性  疼痛)、痴呆、

年龄相关性认知损伤、阿尔茨海默病、阿尔茨海默型老年  性痴呆(SDAT)、Lewy体痴呆、血管

性痴呆、帕金森氏病、脑炎后帕金  森症、抑郁症、精神分裂症、肌营养不良(包括面肩肱型肌

营养不良(FSH)、  杜氏肌营养不良、贝克肌营养不良和布鲁斯肌营养不良)、富克斯营养不 

良、强直性肌营养不良、角膜营养不良、反射性交感神经营养不良综合  征(RSDSA)、神经血

管营养不良、重症肌无力、兰伯特伊顿病、亨廷顿 氏病、运动神经元疾病(包括肌萎缩性侧

索硬化症(ALS)、多发性硬化、  位置性低血压、创伤性神经病或神经变性如中风后或意外事

故后(例如，  创伤性头部损伤或脊髓损伤))、Batten病、科凯恩综合征、唐氏综合征、  皮质

基底神经节变性、多系统萎缩症、大脑萎缩、橄榄体脑桥小脑萎缩、  齿状核红核萎缩、苍白

球丘脑下部核萎缩、脊髓延髓萎缩、视神经炎、  硬化性全脑炎(SSPE)、注意力缺陷紊乱、病

毒感染后脑炎、脊髓灰质炎  后综合征、华氏综合征、朱伯特综合征、格林‑巴利综合征、无脑

回畸形、  烟雾病、神经元移行异常、自闭症综合征(autistic  syndrome)、多聚谷氨  酰胺疾

病、尼曼‑皮克病、进行性多灶性白质脑病、假性脑瘤、雷弗苏姆  病、Zellweger综合征、核上

性麻痹、弗里德赖希共济失调、2型脊髓小  脑性共济失调、Rhett综合征、Shy‑Drager综合

征、结节性硬化症、匹克 氏病、慢性疲劳综合征、神经病(包括遗传性神经病、糖尿病性神经

病和  有丝分裂性神经病)、基于朊病毒的神经变性(包括克雅氏病(CJD)、变异  型CJD、新变

异型CJD)、牛海绵状脑病(BSE)、GSS、FFI、库鲁病和阿  尔佩斯综合症、约瑟夫病、急性播散

性脑脊髓炎、蛛网膜炎、中枢神经  系统血管病变、肢体神经元功能(extremity  neuronal 

function)丧失、夏科‑  马里‑图思病、球形细胞脑白质营养不良、脑白质营养不良、心衰易

感性、  哮喘、癫痫、听觉神经变性、黄斑变性、色素性视网膜炎和青光眼诱导  的视神经变

性。

[0110] 一般而言，精神障碍不被诊断为“精神病学病症”，除非相关的行为  或思想使个体

产生显著的痛苦或破坏他或她的日常机能。因此，在可诊 断的病症与类似但不那么严重或

不那么有破坏性的心理功能之间存在着  边界线，对其的治疗应认为是非治疗性的(参见下

文)。

[0111] 本发明所关注的精神病学病症的实例包括但不限于：焦虑症(例如，  急性应激障

碍、惊恐病、广场恐怖症、社交恐怖症、特异恐怖症、强迫  性障碍、性焦虑症、创伤后应激障

碍、躯体变形障碍和广泛性焦虑症)、  儿童期病症(例如，注意力缺陷多动障碍(ADHD)、

Asperger障碍、孤独  症障碍、行为障碍、对立违抗性障碍、分离焦虑障碍和图雷特氏障碍)、 

进食障碍(例如，神经性厌食症和神经性贪食症)、情绪障碍(例如，抑郁  症、严重抑郁障碍、

双相型障碍(躁狂抑郁症)、季节性情感障碍(SAD)、  循环情感性障碍和心境恶劣障碍)、睡

眠障碍、认知精神病症(例如，谵  妄、遗忘症)、人格障碍(例如，偏执型人格障碍、分裂样人

格障碍、精  神分裂型人格障碍、反社会型人格障碍、边缘型人格障碍、表演型人格 障碍、自

恋型人格障碍、回避型人格障碍、依赖型人格障碍和强迫型人  格障碍)、精神病症(例如，精
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神分裂症、妄想症、短时精神障碍、精神  分裂症样精神障碍、情感性分裂症和感应性精神病

症)、以及物质相关性 障碍(例如，酒精依赖、安非他明依赖、大麻依赖、可卡因依赖、致幻剂 

依赖、吸入剂依赖、尼古丁依赖、阿片类药物依赖、苯环利定依赖和镇 静剂依赖)。

[0112] 对于神经性和神经变性病症及其治疗的其他细节参见WO  2009/106855，其内容援

引加入本文。

[0113] 疼痛治疗

[0114] 作为SRPK1抑制剂的本发明化合物还可以用作治疗其中涉及选择  性剪接的

VEGFxxxb亚型的其他病症的治疗剂。例如，在WO  2011/148200  (其内容援引加入本文)中已

表明VEGFxxxb在哺乳动物中具有对  VEGFR2‑介导的非炎性疼痛的镇痛作用。

[0115] 本发明所要治疗或预防的VEGFR2‑介导的非炎性疼痛包括其中  VEGFR2受体涉及

疼痛的诱因或传递的非炎性神经性和伤害性疼痛。例  如，本发明的化合物对非炎性异常性

疼痛和疼痛有活性(抗异常性疼痛和  镇痛活性)。该类型的疼痛状态包括无论是间歇形式

或持久形式的慢性疼  痛。此类疼痛状态可以包括例如腰痛，神经痛，非典型疼痛如非典型

性  面痛，术后、损伤后(例如，手术后或引起神经损伤的外伤后)、或与癌  症相关或与癌症

治疗如细胞毒性治疗或放射治疗相关的疼痛，或与糖尿  病(糖尿病性神经病、胰岛素神经

炎)或其他全身性或自身免疫性疾病或  病理或其治疗、酒精中毒或HIV感染相关的神经病，

老化相关的神经病， 或原因不明的神经病。

[0116] 预测VEGFR2激动剂(例如VEGFxxxb家族)的蛋白质的活性主动地预 防且主动地逆

转VEGFR2‑介导的非炎性疼痛。

[0117] 然而，鉴于VEGFxxxb家族的蛋白质的抗血管生成活性，本发明的  化合物的用途会

被限于在血管生成的可能的抑制不会对患者有害的情形  中的疼痛。鉴于全VEGFR2激动剂

的可能的促血管生成活性，全VEGFR2  激动剂的用途会被限于在血管生成的可能的刺激不

会对患者有害的情形 中的疼痛。

[0118] 在本发明中使用的化合物可以与一种或多种不同的疼痛治疗剂一起  使用，从而

使得使用所述一种或多种不同的疼痛治疗剂治疗(或共同治疗) 的个体对疼痛的敏感性正

常化。术语“正常化”意指使个体的疼痛敏感性  移向正常水平，并且可以包括敏感性增强，

条件是该一种或多种不同的  疼痛治疗剂导致感觉方面或对疼痛的敏感性方面的过度降

低。该一种或  多种不同的疼痛治疗剂可以选自当前已知的或尚未设计出的疼痛治疗  剂。

此类选择会完全在本领域普通技术人员的范围内。此类联合治疗可 以精细控制个体的疼

痛敏感性并且使个体的特定病况和需求的总体副作  用最小化。

[0119] 对于疼痛及其治疗的其他细节参见WO  2011/148200，其内容援引加  入本文。

[0120] 先兆子痫风险的降低

[0121] 作为SRPK1抑制剂的本发明化合物还可以用作治疗其中涉及选择  性剪接的

VEGFxxxb亚型的其他病症的治疗剂。例如，在WO  2011/036429  (其内容援引加入本文)中已

表明，怀孕的雌性哺乳动物中降低的  VEGFxxxb水平增加雌性哺乳动物出现先兆子痫的风

险。因此，本发明的  化合物可以用于增加怀孕的雌性哺乳动物中的VEGFxxxb水平，从而降 

低雌性哺乳动物出现先兆子痫或与其相关的并发症的风险，或降低雌性  哺乳动物的胎儿

出现与母体先兆子痫相关的胎儿或新生儿缺陷的风险。

[0122] 人类中的先兆子痫可以早至怀孕20周出现。在怀孕约34周之前出  现的先兆子痫
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通常称为“早期先兆子痫”或“早发型先兆子痫”。在怀孕约  34周之后出现的先兆子痫通常

称为“晚期先兆子痫”或“晚发型先兆子  痫”。

[0123] 此外，根据英国皇家妇产科医师学会(United  Kingdom  Royal  College  of 

Obstetricians  and  Gynaecologists)建立的标准，先兆子痫可以分类为“重  度先兆子

痫”。在这些标准下，患有“重度先兆子痫”的患者会具有大于  169mmHg的收缩期血压(BP)或

大于109mmHg的舒张期BP和大于1  g/24h的蛋白尿；或会表现出HELLP综合征(溶血、升高的

肝酶以及低血  小板计数)的出现。

[0124] 对于先兆子痫以及降低怀孕的雌性哺乳动物出现先兆子痫或与其相  关的并发症

的风险、或降低雌性哺乳动物的胎儿出现与母体先兆子痫相  关的胎儿或新生儿缺陷的风

险的方法的其他细节参见WO  2011/036429， 其内容援引加入本文。

[0125] 活性化合物

[0126] 本发明的化合物可以由式(I)来定义，并且已经证明为激酶SRPK1  和SRPK2中的一

种或二者的抑制剂，由此可用于本文所述的治疗。

[0127] WO  2005/063293(整体援引加入本文，特别参考具体例示的化合物  和优选位置)

描述了作为抗病毒剂的已知SRPK抑制剂SRPIN‑1(在本文 也称为SRPIN340)及其类似物。

[0128] 可以通过任何已知的方法合成本发明的化合物。可以根据需要来调  整WO  2005/

063293所公开的合适的方法。

[0129] 联合给药

[0130] 若需要，本发明的化合物可以与一种或多种其他的活性剂联合给药，  所述其他活

性剂例如选自但不限于以下的一种或多种药剂：胆碱酯酶抑  制剂、多巴胺激动剂(例如L‑

多巴)、COMT抑制剂、MAO‑B抑制剂、抗  胆碱能药物、乙酰胆碱激动剂、血清素激动剂、AMPA受

体激动剂、GABA 受体激动剂、NMDA受体激动剂、β‑肾上腺素受体激动剂、地高辛、多 巴酚丁

胺、抗炎药、神经营养因子、他汀类药物、腺苷A2a受体拮抗剂、  醛糖还原酶抑制剂、免疫调

节剂、大麻素激动剂、干扰素或三环抗抑郁 药。

[0131] 定义

[0132] 在本文的式(I)的定义中：

[0133] “C1‑6烷基”是指包含1个至6个碳原子的直链或支链烷基，其可以  是通过从由1至6

个碳组成的脂族烃去除任意的氢原子而衍生的单价基 团。具体地，C1‑6烷基包括例如甲基、

乙基、1‑丙基、2‑丙基、2‑甲基‑1‑  丙基、2‑甲基‑2‑丙基、1‑丁基、2‑丁基、1‑戊基、2‑戊基、

3‑戊基、2‑甲  基‑1‑丁基、3‑甲基‑1‑丁基、2‑甲基‑2‑丁基、3‑甲基‑2‑丁基、2,2‑二甲基  ‑

1‑丙基、1‑己基、2‑己基、3‑己基、2‑甲基‑1‑戊基、3‑甲基‑1‑戊基、4‑  甲基‑1‑戊基、2‑甲

基‑2‑戊基、3‑甲基‑2‑戊基、4‑甲基‑2‑戊基、2‑甲基‑3‑  戊基、3‑甲基‑3‑戊基、2,3‑二甲

基‑1‑丁基、3,3‑二甲基‑1‑丁基、2,2‑二甲  基‑1‑丁基、2‑乙基‑1‑丁基、3,3‑二甲基‑2‑丁

基和2,3‑二甲基‑2‑丁基；

[0134] “C2‑6烯基”是指包含2至6个碳的直链或支链烯基。具体地，C2‑6烯  基包括例如乙烯

基、烯丙基、1‑丙烯基、2‑丙烯基、1‑丁烯基、2‑丁烯基、  3‑丁烯基、戊烯基和己烯基；

[0135] “C2‑6炔基”是指包含2至6个碳的直链或支链炔基。具体地，C2‑6炔  基包括例如乙炔

基、1‑丙炔基、2‑丙炔基、丁炔基、戊炔基和己炔基。

[0136] “C1‑6烷氧基”是指与上文定义的“C1‑6烷基”连接的氧基。具体地，C1‑6烷氧基包括例
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如甲氧基、乙氧基、1‑丙氧基、2‑丙氧基、2‑甲基‑1‑丙氧  基、2‑甲基‑2‑丙氧基、1‑丁氧基、

2‑丁氧基、1‑戊氧基、2‑戊氧基、3‑戊  氧基、2‑甲基‑1‑丁氧基、3‑甲基‑1‑丁氧基、2‑甲基‑

2‑丁氧基、3‑甲基‑2‑  丁氧基、2,2‑二甲基‑1‑丙氧基、1‑己氧基、2‑己氧基、3‑己氧基、2‑甲

基  ‑1‑戊氧基、3‑甲基‑1‑戊氧基、4‑甲基‑1‑戊氧基、2‑甲基‑2‑戊氧基、3‑甲  基‑2‑戊氧

基、4‑甲基‑2‑戊氧基、2‑甲基‑3‑戊氧基、3‑甲基‑3‑戊氧基、2,3‑  二甲基‑1‑丁氧基、3,3‑

二甲基‑1‑丁氧基、2,2‑二甲基‑1‑丁氧基、2‑乙基‑1‑  丁氧基、3,3‑二甲基‑2‑丁氧基和2,

3‑二甲基‑2‑丁氧基；

[0137] “C1‑6烷硫基”是指与上文定义的“C1‑6烷基”连接的硫基。具体地，“C1‑6烷硫基”包括

例如甲硫基、乙硫基、1‑丙硫基、2‑丙硫基、丁硫基和戊硫  基；

[0138] “C1‑6烷氧羰基”是指与上文定义的“C1‑6烷氧基”连接的羰基。具体地，  C1‑6烷氧羰

基包括例如甲氧基羰基、乙氧基羰基、1‑丙氧基羰基和2‑丙 氧基羰基；

[0139] “C1‑6烷基磺酰基”是指与上文定义的“C1‑6烷基”连接的磺酰基。具体  地，C1‑6烷基

磺酰基包括例如甲基磺酰基、乙基磺酰基、1‑丙基磺酰基和  2‑丙基磺酰基。

[0140] “卤原子”是指氟原子、氯原子、溴原子或碘原子；

[0141] “C6‑10芳基”是指包含6至10个碳原子的芳族环烃基。具体地，C6‑10芳基包括例如苯

基、1‑萘基和2‑萘基。

[0142] “杂环”是指在环内可包含双键的芳族或非芳族环，其中构成该环的  原子中的至

少一个(例如一个或两个)是杂原子；

[0143] “含氮杂环”是指在环内可包含双键的芳族或非芳族环，其中构成该  环的原子中

的至少一个(例如一个或两个)是氮原子；

[0144] “含氧杂环”是指在环内可包含双键的芳族或非芳族环，其中构成该  环的原子中

的至少一个(例如一个或两个)是氧原子；

[0145] “杂原子”是指硫原子、氧原子或氮原子；

[0146] “含氮的5‑元至10元杂芳基环”是指其中5至10个原子构成该环的  芳族环，其中构

成该环的原子中的至少一个是氮原子，并且还可以包含  一个或多个除了氮原子之外的杂

原子。具体地，含氮的5‑元至10‑元杂  芳基环包括例如吡啶环、吡咯环、噁唑环、异噁唑环、

噻唑环、异噻唑  环、吲哚环、异吲哚环、咪唑环、三唑环、吡唑环、哒嗪环、嘧啶环、  吡嗪环、

喹啉环、异喹啉环和苯并咪唑环。“5‑元至10‑元杂芳基环”优选  包括吡啶环、吡咯环和咪唑

环，并且最优选包括吡啶环。

[0147] “含氮的5‑元和10‑元杂芳基”是指通过从上文定义的“5‑元和10‑元  杂芳基环”去

除一个或两个任意的氢原子而衍生的单价或二价基团。具体  地，含氮的5‑元和10‑元杂芳

基包括例如吡啶基、吡咯基、噁唑基、异 噁唑基、噻唑基、异噻唑基、吲哚基、异吲哚基、咪唑

基、三唑基、吡 唑基、哒嗪基、嘧啶基、吡嗪基、喹啉基、异喹啉基和苯并咪唑基；

[0148] “含氧的5‑元至10元杂芳基环”是指其中5至10个原子构成该环的  芳族环，其中构

成该环的原子中的至少一个是氧原子，并且还可以包含  一个或多个除了氧原子之外的杂

原子。

[0149] “4‑元至8‑元杂环”是指满足下列定义的非芳族环：

[0150] 1.4至8个原子构成该环；

[0151] 2.构成该环的原子中的一个或两个是杂原子；
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[0152] 3.在该环中可以包含一个或两个双键；

[0153] 4.在该环中可以包含一个至三个羰基；以及

[0154] 5.该环是单环。

[0155] 4‑元至8‑元杂环优选是包含作为杂原子的氮原子的含氮的4‑元至8‑ 元杂环。

[0156] 具体地，4‑元至8‑元杂环包括例如吖丁啶环、吡咯烷环、哌啶环、  氮杂环庚烷环、

吖辛因环、呋喃环、四氢吡喃环、吗啉环、硫代吗啉环、 哌嗪环、噻唑烷环、二噁烷环、咪唑啉

环和噻唑啉环。“4‑元至8‑元杂环”  优选包括吡咯烷环、哌啶环、吗啉环和哌嗪环；

[0157] “4‑元至8‑元杂环基”是指通过从上文定义的“4‑元至8‑元杂环”去除  一个或两个

任意的氢原子而衍生的单价或二价基团。具体地，4‑元至8‑  元杂环基包括例如吖丁啶基、

吡咯烷基、哌啶基、氮杂环庚烷基、吖辛 因基、呋喃基、四氢吡喃基、吗啉基、硫代吗啉基、哌

嗪基、噻唑烷基、 二噁烷基、咪唑基和噻唑基；

[0158] “稠合芳族杂环”是指其中杂环部分与诸如苯环的芳族环稠合(例如  邻位稠合)的

环结构。杂环部分是上文定义的杂环。

[0159] “稠合芳族杂环基”是指其中杂环部分与诸如苯环的芳族环稠合(例  如邻位稠合)

的环结构。杂环部分是上文定义的杂环基。

[0160] 稠合芳族杂环基包括例如二氢吲哚基、异二氢吲哚基和1,2,3,4‑四氢 喹啉。

[0161] 在本文中，“卤化C1‑6烷基”是指其中在上文定义的“C1‑6烷基”中的至  少一个任意

的氢原子被上文定义的“卤原子”取代的基团。卤化C1‑6烷基  包括例如三氟甲基、二氟甲基

和单氟甲基。

[0162] 在本文中，短语“可具有一个或多个取代基”表示某一基团或化合物  可以任选地

在可取代位置处具有一个或多个取代基的任意选择或组合。  具体地，取代基可以包括例如

选自以下中的一个或多个的原子或基团： 卤素，羟基，巯基，硝基，氰基，甲酰基，羧基，三氟

甲基，三氟甲氧  基，氨基，氧代，亚氨基，C1‑6烷基(例如甲基)，C1‑6烷氧基(例如甲氧基)，  杂

芳基，苯基，或被卤素、羟基、巯基、硝基、氰基、甲酰基、羧基、  三氟甲基、三氟甲氧基、氨基、

氧代、亚氨基、C1‑6烷基(例如甲基)或  C1‑6烷氧基(例如甲氧基)中的一个或多个取代的苯基

或杂芳基。

[0163] “盐”不受特别的限制，只要其是由本发明的化合物形成的药学上可  接受的盐。此

类盐包括例如无机酸盐、有机盐、无机碱盐、有机碱盐以  及酸性或碱性氨基酸盐。优选的无

机酸盐的实例包括：盐酸盐、氢溴酸  盐、硫酸盐、硝酸盐和磷酸盐。优选的有机盐的实例包

括：乙酸盐、琥  珀酸盐、延胡索酸盐、马来酸盐、酒石酸盐、柠檬酸盐、乳酸盐、硬脂  酸盐、苯

甲酸盐、甲磺酸盐和对甲苯磺酸盐。

[0164] 优选的无机碱盐的实例包括：碱金属盐，例如钠盐和钾盐；碱土金属盐，例如钙盐

和镁盐；铝盐；以及铵盐。优选的有机碱盐的实例包括：  二乙胺盐、二乙醇胺盐、葡甲胺盐以

及N,N'‑二苄基乙二胺盐。

[0165] 优选的酸性氨基酸盐的实例包括：天冬氨酸盐和谷氨酸盐。优选的  碱性氨基酸盐

的实例包括：精氨酸盐、赖氨酸盐和鸟氨酸盐。

[0166] 当在空气中放置时，本发明的化合物有时吸收水份，并且有时与吸 收的水结合或

转化成水合物。本发明也包括此类水合物。

[0167] 此外，本发明的化合物有时吸收一些其他溶剂而转化成溶剂合物。  本发明也包括
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此类溶剂合物。

[0168] 任何有机溶剂原则上均可以用于制备本发明的化合物的溶剂合物。

[0169] 溶剂合物可以还包含水与一种或多种有机溶剂。

[0170] 因此，例如，溶剂可以选自酮、醇、醚、酯、芳族溶剂，以及若可  能的话选自它们彼

此的混合物、它们与其他有机溶剂和/或与水的混合  物。

[0171] 式(I)的化合物的药学上可接受的前药形式可用于本发明。“药学上可  接受的前

药”表示化合物的下述前药，其在合理的医学和兽医判断的范围 内适用于与人类和低等动

物的组织接触而没有过度的毒性、刺激、过敏  反应等，与合理的受益/风险比相称、并且对

于它们的期望用途是有效的， 以及若可能的话是化合物的两性离子形式。术语“前药”表示

例如通过在  血液中水解而在体内迅速转变以产生上述式的母体化合物的化合物。可 以迅

速转变的官能团通过代谢分裂而在体内形成一类可与羧基反应的基  团。由于化合物的可

代谢分裂的基团体内分裂的容易性，因此携带此类  基团的化合物用作前药。对前药的深入

探讨在以下文献中提供：Design  of  Prodrugs,H.Bundgaard,ed.,Elsevier,1985；Methods 

in  Enzymology,K.  Widder等人，Ed.,Academic  Press,42,p.309‑396,1985；A  Textbook 

of  Drug  Design  and  Development,Krogsgaard‑Larsen  and  H.Bundgaard,ed.,  Chapter 

5；Design  and  Applications  of  Prodrugs  p.113‑191,1991；  Advanced  Drug  Delivery 

Reviews,H.Bundgard,8,p.l‑38,1992；Journal  of  Pharmaceutical  Sciences,77,p.285,

1988；Chem.Pharm.Bull.,N.Nakeya  等人，32,p.692,1984；Pro‑drugs  as  Novel  Delivery 

Systems ,T .Higuchi  and  V .Stella ,Vol .14of  the  A .C .S .Symposium  Series ,and 

Bioreversible  Carriers  in  Drug  Design ,Edward  B .Roche ,ed .,American 

Pharmaceutical  Association  and  Pergamon  Press,1987，其援引加入本文。

[0172] 组合物及给药

[0173] 本发明的化合物可以以包含所述活性剂和任意合适的其他组分的组  合物形式给

药。组合物可以例如是适用于局部给药(例如滴眼剂或乳膏剂  或洗剂)或肠胃外给药(例如

注射、植入或输注)的药物组合物(药物)。或  者，组合物可以例如为食品、食品补充剂、饮料

或饮料补充剂。

[0174] 在本发明的上下文中的术语“药物组合物”或“药物”意指包含活性剂 并额外地包

含一种或多种药学上可接受的载体的组合物。根据给药方式  和剂型的性质，组合物还可以

包含选自例如稀释剂、辅剂、赋形剂、载  剂、防腐剂、填充剂、崩解剂、湿润剂、乳化剂、助悬

剂、甜味剂、调 味剂、芳香剂、抗菌剂、抗真菌剂、润滑剂和分散剂的成分。组合物可 以采用

例如以下的形式：片剂、糖锭剂、散剂、酏剂、糖浆剂、包括混  悬剂在内的液体制剂、喷雾剂、

吸入剂、片剂、锭剂、乳剂、溶液剂、  扁囊剂、颗粒剂、胶囊剂和栓剂、以及用于注射的液体制

剂(包括脂质体  制剂)。技术和配方通常在最新版Remington,The  Science  and  Practice 

of  Pharmacy,Mack  Publishing  Co.,Easton,PA中得到。

[0175] 液体形式制剂包括溶液剂、混悬剂和乳剂。作为实例可以提及用于  肠胃外注射或

局部给药的水溶液剂或水‑丙二醇溶液剂。液体制剂还可以  在聚乙二醇水溶液中配制为溶

液剂。

[0176] 本发明还包括固体形式制剂，其旨在使用前即刻转化成用于局部给  药、口服给药

或肠胃外给药的液体形式制剂。此类液体形式包括溶液剂、  混悬剂和乳剂。这些特定的固
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体形式制剂最适宜地以单位剂量形式提供，  并且由此用于提供单一的液体剂量单位。或

者，可以提供足够的固体，  从而在转化成液体形式之后，可以通过例如使用注射器、茶匙或

其他测  定体积的容器或装置来测量预定体积的液体形式制剂，从而获得多个单  独的液体

剂量。旨在转化成液体形式的固体形式制剂除了包含活性物质  之外，还可以包含调味剂、

着色剂、稳定剂、缓冲剂、人造和天然甜味  剂、分散剂、增稠剂、增溶剂等。用于制备液体形

式制剂的液体可以是  水、等渗水、乙醇、甘油、丙二醇等及其混合物。理所当然地，根据给 

药途径来选择所用的液体，例如包含大量的乙醇的液体制剂不适于局部  用途或肠胃外用

途。

[0177] 组合物可以是旨在局部施用的制剂。制剂可以是凝胶化制剂以在局  部施用之后

控制活性剂的释放并因此控制活性剂的利用度。制剂可以包  含一种或多种胶凝剂，例如羟

丙基甲基纤维素。制剂可以包含一种或多  种表面活性剂，例如非离子液体聚合物，其实例

包括泰罗沙伯(Tyloxapol)  和来自BASF的 泊洛沙姆。制剂可以包含一种或多

种增溶剂，  例如右旋糖或山梨醇。制剂可以包含一种或多种抗微生物剂或防腐剂，  例如苯

扎氯铵。前述指定的胶凝剂、表面活性剂、增溶剂和抗微生物剂  仅以实例形式列出，并且会

认识到实现这些功能的其他药剂是已知的。

[0178] 剂量可以根据患者需求、治疗的病况的严重性和采用的化合物而变  化。用于特定

情况的合适剂量的确定在本领域技术人员的范围内。通常 以小于化合物的最佳剂量的较

小剂量来开始治疗。此后，通过小幅增加  来提高剂量，直至达到所处环境的最佳效果。为简

便起见，若需要，可  将总的日剂量分开并在一天中分批给药。

[0179] 给药活性剂的剂量方案可以例如包括在例如1天至14天的给药时段  内至多1μg、

例如至多500ng、例如至多50ng、例如小于20ng的活性  剂的总剂量。例如，可以给药小于

18ng、17ng、16ng、15ng、14ng、  13ng、12ng、11ng或10ng的总剂量。

[0180] 可以以治疗有效量来给药式(I)的化合物或其药学上可接受的盐、溶  剂合物、水

合物或前药。用于治疗CNV的局部给药的式(I)的化合物的  治疗有效量可以为至少约5μg/

10μl递送载剂。或者，治疗有效量可以  为至少约100μg/mL，例如至少约200μg/mL、至少约

300μg/mL、至少  约400μg/mL、至少约500μg/mL、至少约600μg/mL、至少约700μg/mL、  至少约

800μg/mL、至少约900μg/mL或至少约1000μg/mL。或者，治  疗有效量可以为至少约1mg/mL，

例如至少约2mg/mL、至少约3mg/mL、  至少约4mg/mL、至少约5mg/mL。或者，治疗有效量可以

小于约5  mg/mL，例如小于约4mg/mL、小于约3mg/mL、小于约2mg/mL、小  于约1mg/mL。可以每

天给药治疗有效量，持续例如1天至14天的给药  时段。治疗有效量可以是可被分开并在一

天内分批给药(例如每天两次) 的总的日剂量。

[0181] 用于哺乳动物个体的抗血管生成治疗、或用于治疗或预防微血管通  透性过高病

症、或用于调节VEGFxxx亚型的促血管生成促通透性、或用  于在不增加通透性的情况下支持

上皮细胞存活、或用于降低上皮滤过膜  窗孔的性质(例如密度数和/或尺寸)、或用于治疗

或预防神经性病症和神  经变性病症、或用作体内或体外神经保护剂或神经再生剂、或用于

治疗  或预防VEGFR2‑介导的非炎性疼痛、或用于降低雌性哺乳动物出现先兆  子痫或与其

相关的并发症的风险、或降低雌性哺乳动物的胎儿出现与母  体先兆子痫相关的胎儿或新

生儿缺陷的风险的式(I)的化合物的治疗有效  量可以根据要治疗的个体的体重来计算，并

且可以为至少约20mg/kg，  例如至少约30mg/kg、至少约40mg/kg、至少约50mg/kg、至少约60 
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mg/kg、至少约70mg/kg、至少约80mg/kg、至少约90mg/kg、至少约  100mg/kg。或者，治疗有效

量可以小于约100mg/kg，例如小于约90  mg/kg、小于约80mg/kg、小于约70mg/kg、小于约

60mg/kg、小于约  50mg/kg、小于约40mg/kg、小于约30mg/kg、或小于约20mg/kg，例  如小于

约10mg/kg、小于约5mg/kg。

[0182] “治疗或预防”

[0183] 本文所用的表述“治疗或预防”以及类似术语是指旨在去除或避免病  症或缓解其

症状的健康护理的所有形式，包括预防性、治愈性和缓解性  护理，如根据普遍的医学和精

神病学实践可得的任何测试所判断的。表  述“治疗或预防”包括具有实现特定结果的合理

预期但通常不总如此进行 的介入。表述“治疗或预防”包括在减缓或制止病症进展方面成

功的介入。

[0184] 某些神经学和精神病学病症被认为是“谱群(spectrum)”病况，其中个  体可能表

现出一系列可能的症状中的一些或全部，或可能仅表现出病症 的轻微形式。此外，许多神

经学和精神病学病症是进行性的，以相对轻  微的异常症状开始并进展至更严重的异常症

状。本发明包括无论哪种类 型和阶段的所有神经学和精神病学病况的治疗和预防。

[0185] “易感性”

[0186] 本文所用的表述“易感性”以及类似术语特别是指高于正常的出现医  学或精神病

学病症或人格改变的风险的个体，如使用个体或病状的已知  风险因子所评估的。此类个体

可以例如分类为具有出现一种或多种特定  病症或人格改变的实质风险，达到会被开处方

药和/或会对该个体进行特 殊的饮食、生活方式或类似建议的程度。

[0187] “非治疗性方法”

[0188] 本文所用的表述“非治疗性方法”特别是指对在神经或心理方面处于  正常范围内

的个体进行的介入，以正常化或增强或改善神经或心理类型 的功能。可以适当地非治疗性

治疗的神经系统功能可以包括例如认知(包  括思考、推理、记忆、回忆、想象和学习)、集中

和注意，特别针对较轻  微的病况级别终点(end  of  the  scale  of  conditions)以及轻微

的异常行为或  人格特质。可以适当地非治疗性治疗的心理学功能可包括例如人类行为、 

情绪、人格和社会功能，例如悲痛、焦虑、抑郁、情绪化、阴郁、青春  期情绪、中断睡眠模式、

非常逼真的梦(vivid  dream)、梦魇和梦游。

[0189] 在可诊断的神经学和精神病学病症与正常范围内的(不可诊断的)神  经学和精神

病学功能之间存在一条界线。因此，除了上文给出的可根据  本发明的非治疗性方法治疗的

神经学和精神病学功能的实例之外，由于  相关行为或思想对个体不产生显著的痛苦或不

破坏他或她的日常机能而  不可诊断的神经学和精神病学病症的轻微形式也被认为是根据

本发明可 非治疗性治疗的病况。

[0190] “正常化”

[0191] 本文所用的表述“正常化”及类似术语特别是指向特征为一般正常神  经学或精神

病学健康的情况的生理调节，无论是否实际达到了表征为正 常的情况。

[0192] 哺乳动物

[0193] 除了用于人类治疗，本发明还可用于一系列哺乳动物。此类哺乳动  物包括例如在

动物园中的非人灵长目动物(例如类人猿、猴和狐猴)，伴  侣动物如猫或狗，役用和竞技动

物如狗、马和矮种马，农畜如猪、绵羊、  山羊、鹿、公牛和牛，以及实验室动物如啮齿目动物
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(例如、兔、大鼠、  小鼠、仓鼠、沙鼠或豚鼠)。

[0194] 当要治疗的病症或功能专指人类时，则会理解要治疗的哺乳动物是  人类。相容内

容分别适用于任何其他哺乳动物纲物种，条件是要治疗的  病症或功能专指该物种。

[0195] 附图简述

[0196] 现仅通过例示方式来描述本发明的实施方案，并参考附图，其中：

[0197] 图1A示出针对SRPK1和SRPK2表现出活性的三种化合物的结构；

[0198] 图1B和1C示出图1A的化合物分别针对SRPK1和SRPK2的活性；

[0199] 图2A示出在ARPE‑19细胞中，与微管蛋白对照相比，图1A的化  合物对SRSF1表达的

作用；

[0200] 图2B示出在初代RPE细胞中，相对于GAPDH，图1A的化合物对  VEGF165mRNA亚型的

表达的作用；

[0201] 图2C示出相对于总蛋白质，图1A的化合物对VEGF表达的作用；

[0202] 图2D示出图1A的化合物对VEGFxxxb/总VEGF表达之比的作用；

[0203] 图3A示出图1A的化合物在激光诱导的小鼠CNV模型中的作用；

[0204] 图3B示出与VEGF抗体G6‑31相比，SRPIN340在激光诱导的大鼠  CNV模型中对VEGF

表达的作用；

[0205] 图3C示出SRPIN340对来自用SRPIN340治疗的眼部的视网膜蛋白  质中VEGF表达的

作用；

[0206] 图4A示出SRPIN340抑制激光诱导的CNV的剂量依赖性性质；

[0207] 图4B示出在玻璃体内注射之后的眼中SRPIN340的半衰期曲线；

[0208] 图5A示出对CNV病变区域局部给药SRPIN340滴剂的作用；

[0209] 图5B示出局部给药SRPIN340对视网膜内VEGF165mRNA表达的  作用；

[0210] 图5C示出在局部给药之后的全眼中SRPIN340的半衰期曲线；

[0211] 图5D示出在局部给药之后的眼部的后房中SRPIN340的半衰期曲  线；

[0212] 图6示出在SRPIN340治疗之后视网膜蛋白质中促VEGF亚型与抗  VEGF亚型之比；

[0213] 图7示出在体外测定中式(Ia)和表1所定义的化合物SPHINX、  SPHINX6、SPHINX7和

SPHINX8的SRPK1抑制水平；

[0214] 图8示出在体外激酶测定中式(Ia)和表1所定义的化合物SPHINX、  SPHINX12、

SPHINX13和SPHINX14的SRPK1抑制水平；

[0215] 图9A示出SPHINX6和SPHINX7对VEGF165b  RNA转录的作用；

[0216] 图9B示出SPHINX6和SPHINX7对VEGF165b蛋白质表达的作用；

[0217] 图10A和10B表明SPHINX7抑制由EGF活化诱导的SRSF1磷酸 化；

[0218] 图11表明SPHINX7以滴眼剂形式抑制眼部中的血管生成。  SRPIN340和SPHINX7显

著抑制CNV形成。SPHINX7的IC50为225  ng/ml；

[0219] 图12示出证明SPHINX7以滴眼剂形式抑制眼中的血管生成的其他 数据；和

[0220] 图13证明通过靶向SRPK1来抑制前列腺瘤生长。

[0221] 方法

[0222] 细胞培养

[0223] 对从Bristol  Eye储库(Bristol  Eye  Hospital(BEH))的死后24小时内获  得的人
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类捐赠者眼球进行初次人RPE分离。将具有脉络膜‑RPE片的视 网膜转移至petri培养皿，在

37℃下历时15分钟在补充有0.3mg/ml胶  原酶的杜氏改良伊格尔培养基(DMEM):F12(1:1)+

GlutaMax(Gibco)中切  碎并消化。将消化的脉络膜‑RPE片悬浮在补充有10％胎牛血清

(FBS)、  0.5％PenStrep(Invitrogen)的培养基(DMEM:F12+GlutaMax)中，并以1500  rpm

(251g)旋转10分钟以使细胞成团块。将团块再悬浮于补充有25％  FBS(Gibco)的培养基中，

在细胞培养瓶(Greiner)中生长，并且在80％融  合时分裂。将ARPE‑19(ATCC)细胞在DMEM:

F12加10％FBS中培养， 并在80％融合时分裂。

[0224] 体外激酶测定

[0225] 通过Kinase‑Glo测定(Promega；Koresawa  and  Okabe,2004)来筛选包  括MVRL09、

MVRL10(SPHINX)、MVRL16(SPHINX6)、MVRL17  (SPHINX7)、SPHINX8、SPHINX9、SPHINX10、

SPHINX12、SPHINX13、  SPHINX14和SRPIN340的候选化合物，其结果示于表1中。向10μM 

SRSF1  RS肽(NH2‑RSPSYGRSRSRSRSRSRSRSRSNSRSRSY‑OH(SEQ  ID  NO:1))和0.1μg纯化SRPK1

激酶中添加包含9.6mM  MOPS  pH7和  0.2nM  EDTA  pH8的反应缓冲液。将候选化合物从10μM

系列稀释至  0.5nM，并添加到反应混合物中，还增添不含SRPK1激酶和不含化合物 的孔作

为对照。所有孔包含1％DMSO。添加1微摩尔ATP，孔减去ATP  用作背景对照。然后，将板在30

℃孵育10分钟。向每个孔添加等体积  的Kinase‑Glo(Promega ,25μl)，并使用ARVO  5x

(Perkin  Elmer)读取板的 荧光。

[0226] 药理学抑制剂治疗‑SRPIN340、MVRL09和MVRL10

[0227] 使用SR蛋白质磷酸化抑制剂SRPIN340(N‑[2‑(1‑哌啶基)‑5‑(三氟甲  基)苯基]异

烟酰胺；Ascent  Scientific,Cambridge)、MVRL09(N‑[2‑(吗啉  ‑4‑基)‑5‑(三氟甲基)苯

基]吡啶‑3‑甲酰胺)、MVRL10(5‑甲基‑N‑[2‑(吗啉  ‑4‑基)‑5‑(三氟甲基)苯基]呋喃‑2‑甲

酰胺)。将约60％融合的细胞血清饥饿  至少12小时，并用5μM或10μM化合物抑制剂处理。24

小时后，提 取mRNA，并且48小时后，提取蛋白质，以用于进一步分析。

[0228] 半定量：VEGF的逆转录酶(RT)‑PCR

[0229] 常规PCR用于检测VEGF165和VEGF165b  mRNA。向反应混合物中  添加5％至10％的

cDNA，所述反应混合物包含：2x  PCR  Master  Mix  (Promega)、与外显子7b(5’‑GGC  AGC  TTG 

AGT  TAA  ACG  AAC‑3’  (SEQ  ID  NO:2))和外显子8b的3’UTR(5’‑ATG  GAT  CCG  TAT  CAG  TCT 

TTC  CTG  G‑3’(SEQ  ID  NO:3))互补的引物(各自为1μM)以及不含  DNase/RNase的水。所有

样品与阴性对照(水和不含逆转录酶(‑RT)的cDNA)和阳性对照(质粒表达载体(pcDNA)中的

VEGF165以及VEGF165b  pcDNA)平行运行。使反应混合物热循环(PCR  Express ,Thermo 

Electron  Coorporation ,Basingstoke)30次至35次，在95℃变性60秒，在55℃  复性

(anneal)50秒，并在72℃扩充(extend)60秒。将PCR产物在包含  0.5μg/ml溴乙啶的2.5％琼

脂糖凝胶(BioRad)上分离，并在紫外透射仪  (BioRad)下观察。

[0230] 通过具有GAPDH引物(正向:5’‑CAC  CCA  CTC  CTC  CAC  CTT  TGA  C‑3’(SEQ  ID  NO:

4)；反向:5’‑GTC  CAC  CAC  CCT  GTT  GCT  GTA  G‑3’(SEQ  ID  NO:5))的PCR来测定相等的

cDNA载量。在热循环30次、  在94℃变性45秒、在65℃复性45秒并在72℃扩充60秒之后，引物 

产生约112bp的一个扩增子。

[0231] 泛VEGF和VEGFxxxb酶联免疫吸附测定(ELISA)

[0232] 在室温下，将1μg/ml泛‑VEGF捕捉抗体(Duoset  VEGF  ELISA  DY‑293；R&D体系)孵
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育过夜。将板封闭(Superblock；Thermo  Scientific)  并添加重组人(rh)VEGF165或

rhVEGF165b标准物的系列稀释物(范围为4  ng/ml至16.25pg/ml)，与样品溶解产物并存孵

育，通常以1:10稀释。将  该板在振荡的情况下于37℃孵育1小时，洗涤，并与100μl/孔的生

物  素化山羊抗人VEGF(0.1μg/ml；R&D体系)或小鼠抗人VEGF165b  (0.25μg/ml)一起在37℃

下再孵育1小时。在洗涤之后，添加100μl/孔的  辣根过氧化物酶(HRP)结合的抗生蛋白链菌

素(1:200；R&D体系)，并将该  板在室温下静置20分钟。

[0233] 洗涤该板，并在光保护下用底物A和B(DY‑999；R&D体系)诱导颜  色变化20分钟。通

过添加100μl/孔的1M  H2SO4来停止反应，并且立即  在450nm下于ELISA酶标仪(Dynex 

Technologies  Opsys  MR系统酶标仪)  中读取吸光度，对照读数处于570nm。Revelation 

Quicklink  4.25也用于  从标准物的平均吸光度值计算标准曲线，从而能够估算每一样品

的  VEGF浓度。

[0234] 蛋白质印迹法(Western  Blotting)

[0235] 将蛋白质样品(30‑50μg)与1×月桂基硫酸钠(SDS)加样缓冲液  (100mM  Tris‑

HCl,4％SDS,20％甘油,0.2％(w/v)溴酚蓝和5％最终浓度的  2‑巯基乙醇,pH6.8)混合。为

了使蛋白质变性，将样品在100℃煮沸5分  钟。

[0236] 使样品在冰冷的电泳缓冲液(25mM  Tris‑HCl,250mM甘氨酸,0.1％  SDS,pH  8.3)

中于90V下在12％SDS‑PAGE凝胶上经历聚丙烯酰胺凝胶 电泳(PAGE)，历时约2.5小时。然后

在转移缓冲液(50mM  Tris‑HCl,38mM  甘氨酸,20％甲醇,pH  8.3)中于90V下通过湿式转移

将分离的蛋白质电泳  转印至甲醇活化的聚偏氟乙烯(PVDF)膜(Fisher  Scientific)。在室

温下，在  搅拌的情况下将膜在封闭液(含2.5％脱脂奶粉的PBS/T或5％BSA)中孵  育30分

钟，然后在4℃用第一抗体探测过夜：在2.5％脱脂奶粉PBS/T  中以1:1000‑1:200稀释的兔

多克隆抗‑VEGF‑A(A20；sc‑152,Santa  Cruz)，  在5％BSA  PBS/T中以1:1000稀释的VEGFxxxb

特异性小鼠单克隆56/1  (R&D体系)，在2.5％脱脂奶粉PBS/T中以1:1000稀释的小鼠单克隆 

SRSF1(SF2/ASF)(96；sc‑33652,Santa  Cruz)，以及在5％BSA  PBS/T中以  1:1000稀释的小

鼠单克隆抗‑SRPK1(BD  Biosciences,611072)。然后将膜  每次用TBS/0.3％T洗涤四次，历

时10分钟，然后在室温下，在搅拌的  情况下与第二HRP‑结合抗体一起孵育45分钟：山羊α小

鼠免疫球蛋白  G(IgG)，在5％BSA  PBS/T或2.5％脱脂奶粉PBS/T中以1:10000稀释的  山羊α

兔IgG或兔α山羊IgG(Pierce)。重复洗涤并且使用Enhanced  Chemoluminiscence(ECL)

SuperSignal  West  Femto  Maximum  Sensitivity  Substrate试剂盒(Pierce)检测带。

[0237] 药理学抑制剂治疗‑SPHINX6和SPHINX7

[0238] 如所述的那样用递增浓度的SPHINX处理初代人RPE细胞24小时  (Gammons等人，

Invest.Ophthalmol.Vis.Sci.54(9)6052‑6062)，然后进行  RNA提取，并且如前所述的那样

使用检测VEGF165(200bp)或VEGF165b  (130bp)的引物进行RT‑PCR(Bates等人，2002)。用

SPHINX6和SPHINX7 处理细胞，并重复PCR。

[0239] 从用SPHINX处理48小时的RPE细胞提取蛋白质，并如前所述的  那样经历使用抗‑

V E G F 1 6 5 b 抗 体 的 用 于 V E G F 1 6 5 b 的 蛋 白 质 印 记 法  ( G a m m o n s 等 人 ，

Invest.Ophthalmol.Vis.Sci.54(9)6052‑6062)。

[0240] 由EGF活化诱导的SRSF1磷酸化的抑制

[0241] 在10μM的DMSO(载剂)、SPHINX、SRPIN340或SPHINX7的存  在下，用10nM  EGF处理
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PC3前列腺癌细胞1小时。将细胞溶解，并经  历使用针对磷酸化SR蛋白质(MAB104)的抗体和

针对微管蛋白的抗体  (作为内参照(loading  control))的免疫印迹。使用ImageJ 

Intensity测量  SRSF1带和SRSF5带的强度。磷酸化计算为相对于具有载剂的EGF，高  于未

治疗时的强度的带强度的增加。

[0242] 激光病变诱导方案

[0243] 通过腹膜内注射50mg/kg氯胺酮和0.5mg/kg美托咪啶的混合物来  麻醉6至8周龄

的C57/B6小鼠(B&K  Laboratories)和成年Norway‑Brown  大鼠(Harlan  Laboratories)。用

2.5％盐酸去氧肾上腺素和1％托吡卡胺使  瞳孔扩大。使用氪红光激光器(小鼠:250mW ,

0.01s,75μm,大鼠:200mW,  0.01s,75μm,IRIS  Medical  810nm  Oculight  Slx激光器)在每

只眼中的视网  膜血管之间以距离为1‑2视盘直径的视乳头周围分布形式递送四个光凝 固

病变。在研究中仅包括在治疗时具有视网膜下肿泡的激光病变。在激  光光凝固之后即刻使

动物的双眼接受玻璃体内注射(第0天和第7天)，  或在一只眼中每天两次给药100μg/mL 

SRPIN340或不同剂量的  SPHINX7(10μl体积)的局部滴眼剂并在另一只眼中给药对照载剂。

在第  4天或第14天拣选动物，并且对于视网膜解剖和蛋白质提取而言，不固  定眼部，或对

于同工凝集素B4而言，固定眼部并摘除细胞核和脉络膜 染色，并进行检查。

[0244] 在局部给药期间，SRPIN340或SPHINX7组成基于凝胶的药物递送  载剂，以辅助药

物暴露于眼部的持续时间(Doukas等人，2008)，0.05％  DMSO用于溶解SRPIN340并添加到对

照载剂中。

[0245] 体内前列腺瘤研究

[0246] 在裸鼠的前列腺以外科手术方式注射1×106PC‑3  RFP(红色荧光蛋 白)细胞。使

用IVIS  Lumina成像系统每周两次测量肿瘤体积(表示为总流  量：光子数/秒)。一旦肿瘤达

到平均2×109个光子/秒，则通过IP注射20μg  SPHINX或载剂每周三次治疗小鼠。在31天后，

拣选小鼠并提取肿瘤以 供进一步分析。N＝9，p<0.01，双因子ANOVA。

[0247] 质谱分析

[0248] 采用基于质谱分析的策略来测定SRPIN340体内药代动力学。最初  将SRPIN340和

分子衍生物MVRL09在水中(溶解在DMSO中的初始原  料)从100μg/ml连续稀释至0μg/ml，并

进行分析。色谱图在SRPIN340  (349.1Da)和MVRL09(351Da)的预期分子量处产生明显的峰。

对峰下面  积积分，并针对浓度绘图，以确定观察到的线性响应。在20ng玻璃体 内注射之后

在眼组织中研究SRPIN340，并在单次局部施用5μg之后在 眼组织中研究SRPIN340。在单次

给药之后，在时点1小时、4小时、8  小时、24小时和48小时时对小鼠实施安乐死。将样品

(SRPIN340(分析  物)和处理的对照)均质化，并且用等体积(100μl)的乙腈或丙酮从样品析 

出蛋白质。

[0249] 向样品中添加100μg/ml  MVRL09的内标以说明样品在制备期间的  任何损失。在4

℃，将50％样品和50％乙腈的溶液以及100μg/ml  MVRL09  离心15分钟以使蛋白质成块并采

集上清液以进行分析。将溶液在37℃  蒸发8小时，并且再悬浮于30μl乙腈中以准备用于注

射和MALDI‑TOF  质谱分析仪(Absciex)。每一样品运行5分钟并产生色谱图。在两种人血  浆

水基质中产生标准曲线以测定浓度。通过使用对数曲线对1小时至48  小时的样品浓度拟合

一阶指数衰减，使用Prism来计算半衰期。

[0250] 统计学分析
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[0251] 如果未另外指出，则数据以平均值±SEM的形式示出。所有数据、 图表和统计学分

析用Microsoft  Excel(Microsoft  Office  Software)、  GraphPad  Prism(GraphPad 

Software  Inc.)和Image  J计算。在p<0.05(*)、  p<0.01(**)和p<0.001(***)时，认为所有

结果是统计学显著的。

[0252] 结果

[0253] 新SRPK1抑制剂的鉴定

[0254] 为了鉴定新的SRPK1抑制剂和高度相关的SRPK2抑制剂，在体外  激酶测定中筛选

多种抑制剂(Promega；Koresawa  and  Okabe ,2004)。先前  鉴定的SRPK抑制剂SRPIN340

(Fukuhara等人，2006)用作阳性对照，以  用于鉴定新候选化合物MVRL10(5‑甲基‑N‑[2‑(吗

啉‑4‑基)‑5‑(三氟甲基)  苯基]呋喃‑2‑甲酰胺)和MVRL09(N‑[2‑(吗啉‑4‑基)‑5‑(三氟甲

基)苯基]吡 啶‑3‑甲酰胺)。结构衍生物SRPIN349用作阴性对照(图1)。除了用氢原  子替代

三氟甲基部分之外，SRPIN349具有与SRPIN340相同的结构。所  有这三种抑制剂表现出抑制

SRPK1激酶的些许能力，MVRL09是最不  有效的，IC50大于10μM。SRPIN340和MVRL10有效地抑

制SRPK1活  性，IC50值分别为0.96μM和0.85μM(图1B)。在该测定中获得的结果  与公开的

SRPIN340的IC50(0.89μM；Fukuhara等人，2006)相符。使用相 同的体外激酶测定还鉴定了新

候选化合物MVRL16(SPHINX6)、  MVRL17(SPHINX7)，表现出SRPK1抑制，IC50值分别为173nM和

54  nM(图7)。其中不存在哌嗪结构的MVRL18(SPHINX8)、SPHINX9和  SPHINX10在体外测定中

未表现出活性。

[0255] 随后，研究这些化合物抑制SRPK2活性的能力。SRPIN340抑制  SRPK2活性，IC50为

7.4μM。MVRL09未表现出SRPK2抑制，并且  MVRL10在10μM仅表现出10％激酶抑制(图1C)。所

有这三种化合物相  对于SRPK2优先靶向SRPK1，但MVRL10是最有特异性的，表现出对  SRPK1

大于10倍的优先性。使用微量量热法筛选58种激酶组，并且在  10μM下，仅对SRPK1(9.82°)、

MSSK1A(7.93℃)和SRPK2(3.5℃)观察  到大于2℃的温度变化。所有55种其他激酶具有<2℃

的变化，并且其 中52种具有<1℃的变化。

[0256] 在一系列体外测定中检测SRPK抑制剂以测定对VEGF亚型表达的  治疗效果。最初，

检测化合物治疗对SRPK1和SRSF1表达的效果。先  前出版物已表明SRPK1的SRSF1磷酸化导

致SRSF1的核定位，使其能  够与VEGF前mRNA(其可以促进剪接)结合(Nowak等人，2008；

Nowak  等人，2010；Amin等人，2011)。我们观察到SRPIN340和MVRL09的  10μM治疗未能影响

SRPK1表达，甚至在ARPE‑19细胞中治疗6天之  后。MVRL10表现出降低SRPK1表达，表明其可

以改变激酶的稳定性(图  2A)。在72小时治疗时间之后，用SRPIN340、MVRL09和MVRL10治  疗

ARPE‑19细胞相对于微管蛋白对照降低了SRSF1的表达，并且延伸  至长达6天(图2A)。

[0257] 在初代RPE细胞中，相对于GAPDH，在5μM下24小时的抑制剂  治疗改变了

VEGF165mRNA亚型的表达。所有这三种抑制剂降低了  VEGF165的表达，并且MVRL09诱导

VEGF165b的明显表达(图2B)。我  们继续研究SRPK1抑制对VEGF蛋白质表达的作用。与总蛋白

质相比，  SRPIN340和MVRL09显著降低了VEGF表达，但MVRL10未能引起任 何作用(图2C)。为

了确定MVRL10是否改变VEGF促血管生成亚型和  VEGF抗血管生成亚型的比例，我们进行泛

VEGF和VEGFxxxb特异性  ELISA。所有这三种抑制剂降低了VEGFxxxb/总VEGF的比例，并且 

MVRL09和MVRL10是高度显著的(p<0.01)，表明SRPK1抑制降低了促  血管生成VEGF的表达，

促进了抗血管生成VEGF的表达，或二者的组 合(图2D)。
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[0258] 因此，MVRL10表现为SRPK1的相对特异性抑制剂。为了确定  SRPK1抑制在动物模型

中是否能够抑制CNV，我们在激光诱导的小鼠  CNV模型中测试了彼此并存的这些化合物。与

以相似程度向眼部注射的  对照相比，10ng  SRPIN340和MVRL10的两种玻璃体内注射各自显

著地  减小了新生血管面积(p<0.05,图3A)。为了确定SRPIN340在其中降低  CNV的视网膜中

是否会改变VEGF表达，使用激光诱导的CNV的大鼠  模型，因为对VEGF亚型的小鼠单克隆抗

体不能容易地用于小鼠组织中，  这归因于潜在地检测到小鼠IgG(其与VEGF相似地运行)。

SRPIN340与  VEGF抗体G6‑31(Roche)一起检测。与盐水注射对照相比，SRPIN340  注射

(25ng)再次显著地减小了CNV面积(p<0.05)。VEGF抗体G6‑31在  该大鼠模型中对CNV面积产

生非显著的作用(图3B)，但其在小鼠CNV  模型中导致CNV面积减小(Rennel等人，2011)。

[0259] 在初始治疗之后4天，通过蛋白质印记评价来自SRPIN340和盐水 处理的眼部的视

网膜蛋白质的VEGF表达。在SRPIN340治疗的眼中观  察到VEGF的表达的降低(图3C)。使用小

鼠单克隆56/1抗体(R&D体系)  研究VEGFxxxb亚型的表达。在该时点，在SRPIN340治疗之后于

视网膜 蛋白质中未观察到促VEGF亚型与抗VEGF亚型的比例的差异(图6)。

[0260] 为测定SRPIN340的SRPK1抑制在小鼠中对抑制激光诱导的CNV 的效能，进行剂量

递增研究。将SRPIN340剂量依赖性降低的CNV面积  与对照注射的眼部进行比较，EC50为

1.28ng总注射剂量(图4A)。我们  继续测定在玻璃体内注射之后SRPIN340在眼中的药代动

力学。在2天  时段内，在眼部中，20ng的注射产生相对长且持久的>10ng/ml的浓度。  对在1

小时、4小时、8小时、24小时和48小时测量的浓度进行拟合的 曲线给出22小时的估计的持

续半衰期(图4B)。

[0261] 基于其低分子量和有利的药物品质(MW349,LogP  3.68，并且满足里  宾斯基五规

则(Lipinski’s  rule  of  5))，我们假定SRPIN340和相关化合物  当以滴眼剂形式局部给药

时能够预防VEGF介导的CNV。我们进行了研  究SRPIN340局部滴眼剂的剂量反应试验。将

SRPIN340溶解在先前描  述的药物递送载剂(Doukas等人，2008)中，并且每天两次给药。在

激光  损伤(laser  insult)后14天，将脉络膜固定并且平面放置以用于同工凝集  素染色，

并且提取视网膜以供RNA分析。

[0262] 局部SRPIN340滴剂剂量依赖性减小CNV病变面积，并且EC50为  640ng总剂量，是在

SRPIN340玻璃体内注射之后实现相同的作用所需  的浓度的500倍(图5A)。此外，在

SRPIN340治疗之后降低了视网膜中  的VEGF165mRNA表达(p＝0 .058)(图5B)。为了确认

SRPIN340在局部给  药之后于眼中是可检测的，进行质谱分析。向CD‑1小鼠的一只眼给药 

10μl载剂SRPIN340中的一滴(5μg)，并且向另一只眼给药对照载剂。  在1小时、4小时、8小

时、24小时和48小时之后，拣选小鼠，并且单  独分析来自眼部的前房和后房的眼组织的

SRPIN340表达。在全眼中以  及特别地在后房中均检测到SRPIN340。在1小时后，在眼中检测

到总  施用剂量的3.5％(图5C)。在由视网膜、巩膜脉络膜复合物和残留的玻  璃体构成的后

房中，在12小时之后检测到施用剂量的0.15％(图5D)。  使用prism软件的指数衰减分析产

生35分钟的后室中的初始半衰期。

[0263] 讨论

[0264] 我们已经使用SRPK1的小分子化合物抑制剂来降低促血管生成  VEGF亚型VEGF165
的表达并体内抑制CNV。我们鉴定了体外预防  SRSF1  RS域丝氨酸残基的SRPK1磷酸化的抑

制剂。SRSF1与SRPK1 的相互作用在文献(Aubol等人，2003；Velazquez‑Dones等人，2005；
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Ngo  等人，2005)中充分描述。SRSF1是调节多种基因(包括VEGF)的选择性  剪接的原癌基因

SR蛋白质(Sanford等人，2005)。此处，我们已经表明  SRPK1向ARPE‑19细胞的重复给药降低

了SRSF1的表达而与SRPK1表  达无关，表明SRSF1的磷酸化对于其细胞质稳定性而言会是必

要的。此  外，SRPK1抑制剂SRPIN340和MVRL09在RNA水平降低了表达  VEGF165，并且在蛋白质

水平显著降低了总VEGF表达。MVRL10未能  影响VEGF蛋白质水平，然而，对促血管生成VEGF

亚型和抗血管生成  VEGF亚型的表达比的进一步研究表明MVRL10显著地切换该比例，以  有

利于抗血管生成VEGF亚型的表达。已表明100nM的SPHINX7在  RNA水平降低了VEGF165的量

(图9A)，在蛋白质水平增加了VEGF165b  (图9B)，并且在10μM下抑制SRSF1磷酸化(图10A和

10B)。当在小鼠  激光诱导的CNV模型中体内检测时，所有这三种抑制剂减小了新生血  管病

变面积，并且SPHINX7、SRPIN340和MVRL10(SPHINX)实现了显  著性。

[0265] 尽管在人初代RPE和ARPE‑19细胞系中SRPK1抑制期间观察到  VEGF剪接向抗血管

生成VEGF亚型的变换，但是仍有待于在小鼠组织  中明确显示VEGFxxxb亚型的检测。已经在

小鼠中描述了mRNA(由qPCR  检测(Xu等人，2011 ,Zhao等人，exp  eye  res ,Caires等人，

Endocrinology)  和蛋白质(由蛋白质印记鉴定(Zhao等人))二者，但对于这两种方法，应 

急控制(不包括IgG污染或交叉扩增)的缺失会使VEGF165b表达不成立  (Harris等人)。已表

明VEGF转录物的选择性剪接在进化期间增加，并且  在正常小鼠中的VEGF165b表达是非常低

的，经兔和猪增加至在灵长目  动物中的最高表达(Xu等人，2011)。因此在小鼠模型中，

SRPK1抑制剂  可以通过阻止使用近端剪接位点、导致成熟RNA减少或通过间接改变  转录调

节或翻译调节来降低促血管生成VEGF的表达，从而预防CNV。 目前，没有研究鉴定小鼠中的

VEGF选择性剪接的调节物。当在激光诱  导的大鼠CNV模型中测试时，SRPIN340(Fukuhara等

人，2006)减小了  CNV面积和总VEGF蛋白质表达。在大鼠视网膜中研究VEGFxxxb表达， 

VEGFxxxb被表达，但与该时点的盐水对照相比，在SRPIN340治疗期间  未观察到VEGFxxxb亚型

的表达的变化表明在啮齿目动物模型中，SRPK1  抑制可以通过降低促血管生成VEGF表达而

成为抗血管生成的。

[0266] 我们继续测定SRPIN340在小鼠模型中对CNV面积的EC50。  SRPIN340产生1.28ng的

EC50，并且使用的SRPIN340的剂量范围(0.2‑10  ng/眼)与先前用于抑制CNV的rhVEGF165b的

剂量相似(Hua等人，2010)。  Hua和同事们确定了在人类中有效rhVEGF165b剂量为3μg/眼，比

雷珠  单抗或贝伐单抗低1000倍至10倍(Brown等人，2006)。难以直接将人  特异性雷珠单抗

与小鼠中的SRPIN340效力数据进行比较，与  rhVEGF‑A165b相比，SRPIN340效力低160倍(Hua

等人，2010)，但在啮  齿目动物中需要比培加尼布小125倍的剂量。这些数据表明SRPIN340 

具有在玻璃体内注射之后于更低的剂量下实现与目前治疗雷珠单抗相似 的CNV减小的能

力。

[0267] 雷珠单抗治疗的缺点之一是需要每月眼内注射，因此我们研究了  SRPIN340和

SPHINX7在局部给药之后是否会有效地抑制CNV。局部  SRPIN340在小鼠中显著地抑制CNV，

并且EC50为3.187μg/ml，比注射 的SRPIN340大500倍。药代动力学分析表明在1小时之后于

眼中检测  到3.5％的局部施用剂量，反映了先前的估计，即，由于不良的眼部生物  利用度，

仅5％的局部施用的药物会进入眼中(Geroski和Edelhauser,  2000)。此外，在单次局部给

药之后48小时，SRPIN340在眼中仍是可检  测到的，但在全身是未检测到的。尽管仅仅约5％

的施用的SRPIN340可 能渗透眼部，但是使用局部SRPIN340实现50％CNV抑制所需的剂量与 
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其他局部疗法相比是有利的。

[0268] 在2008年中，Doukas及同事们鉴定了TG100801，即一种通过脱脂  作用产生

TG100572的惰性前药。TG100801靶向Src激酶并且选择酪氨  酸受体激酶(包括VEGFR‑1和

VEGFR‑2)，每日两次局部施用1％(而非0.6％)TG100801显著降低了CNV病变面积(Doukas等

人，2008)，然而，  0.01％SRPIN340溶液在相同药物递送载剂中产生CNV面积的显著抑  制。

据我们所知，SRPIN340和SPHINX7是改变促血管生成VEGF亚型 的表达的首选局部化合物。

在局部SRPIN340治疗之后，对小鼠视网膜 的VEGF165表达的评价表明VEGF165的近似显著的

降低(p＝0.058；n＝3)。  VEGF165(一种更有效的促有丝分裂VEGF亚型(Keyt等人，1996))对

视网  膜发育期间的生理学新生血管形成而言是足够的(Stalmans等人，2002)。  该研究已

集中于研究SRPK1抑制后的VEGF165表达，然而，我们预期在  SRPK1抑制之后其他促血管生成

VEGF亚型如VEGF121也会降低。实际  上，已经表明，SRSF1与人VEGF前mRNA在VEGF外显子8PSS

之前  的35nt区域(跨越物种并通过所有促血管生成VEGF亚型来保全剪接位  点)中结合

(Amin等人，2011)。

[0269] 与对照盐水注射相比，通过持续30天的每周三次IP注射20μg  SPHINX在裸鼠中治

疗诱导的前列腺癌导致肿瘤体积的显著降低(以总流  量：光子数/秒测量)，证明所要求保

护的化合物在抑制血管生成方面也  是有效的，因此可以用于哺乳动物个体的抗血管生成

治疗，例如在哺乳  动物个体中的癌症治疗。

[0270] 在该研究中提供的数据表明在降低与AMD相关的促血管生成  VEGF介导的CNV方

面，SRPK1成为小分子量化合物抑制剂的新的靶  标。此外，我们已经证明本发明的化合物在

小鼠中局部给药之后降低  CNV方面是有效的，并且当注射时对于降低肿瘤生长是有效的。

[0271]
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[0272]

[0273] 表1.在SRPK1抑制测定中检测的式(Ia)的化合物的IC50数据
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