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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la derivati ai 1,4-benzotiazepinei si utilizarea lor in tratarca
tulburdrilor si bolilor asociate cu receptorii rianodinei (RyRs), care regleaza functionarca
canalelor de calciu in celule. Inventia dezvéluie, de asemenea, compozitii farmaceutice care
contin acesti compusi si utilizarile acestora pentru tratarea bolilor si stirilor asociate cu RyRs,
in special tulburarile sistemului cardiac, muscular-osos si nervos central (SNC).

PREMISELE INVENTIEI

Reticulul sarcoplasmic (RS) este o structurd in celule care functioneazi, printre altele, ca
un deporzit specializat de calciu (Ca**) intracelular. RyRs sunt canale in RS, care se deschid
si se inchid pentru a regla eliberarea Ca** din RS in citoplasma intracelularid a celulei.
Eliberarea Ca’* in citoplasmd din RS sporeste concentratia de Ca?* citoplasmic.
Probabilitatea de deschidere a RyRs se referd la probabilitatea cd un RyR este deschis in
orice moment, si, prin urmare, este capabil sd elibereze Ca** in citoplasmi din RS.

Existd trei tipuri de RyR, toate fiind foarte omoloage: RyR1, RyR2 si RyR3. RyRI se
gaseste predominant in muschii scheletici, precum si in alte tesuturi, RyR2 se giseste
predominant in inimd, precum si in alte tesuturi, si RyR3 se gédseste in creier, precum si in
alte tesuturi. RyR este un tetramer. O parte a complexului RyR este formatd de patru
polipeptide RyR in asociere cu patru proteine de legare FK506 (FKBP) (calstabin), in mod
specific FKBP12 (calstabinl) si FKBP12.6 (calstabin2). Calstabinl se leagd de RyR1 si
RyR3, in timp ce calstabin2 se leagd de RyR2. Proteinele calstabin se leagd de RyR (o
moleculd per subunitate RyR), stabilizeaza functia RyR, faciliteazd deschiderea cuplatd dintre
RyRs invecinafi si previn activarea anormald (scurgerea Ca®* ) a canalului prin stabilizarea
starii inchise a canalului.

Receptorul 2 al rianodinei si bolile cardiace

In muschiul striat cardiac, RyR2 este cel mai mare canal de eliberare a Ca’* necesar pentru
cuplarea de excitatie-contractic (EC) si contractia musculard. In timpul cuplarii EC,
depolarizarea membranei celulare cardiaco-musculare in timpul fazei zero a potentialului
de actiune activeazd canalele de Ca®* voltaj-dependente. In schimb, influxul de Ca?* prin
canalele voltaj-dependente deschise initiazi eliberarea Ca** din RS prin RyR2. Acest proces este
cunoscut ca eliberarea Ca®* indusd de Ca®*. Eliberarea Ca’* indusi de Ca?* si mediati de
RyR2 activeaza ulterior proteinele contractile in celula cardiacd, ceea ce duce la contractia
musculard cardiaca.

Fosforilarea RyR2 de kinaza proteici A (PKA) este o parte importantd a reactiei "luptd
sau zboard", care sporeste cuplarea EC cardiacd prin mérirea cantitdtii de Ca**eliberat pentru
un anumit declansator. Aceastd cale de semnalizare oferd un mecanism prin care activarea
sistemului nervos simpatic (SNS), ca raspuns la stres, duce la cresterea debitului cardiac.
Fosforilarea RyR2 de PKA duce la disocierca partiald a calstabin2 din canal, care la randul
sdu, duce la cresterea probabilititii de deschidere, precum si la cresterea eliberdrii de Ca** din
RS 1n citoplasma intracelulara.

Insuficienta cardiacd (IC) se caracterizeazd printr-o stare hiperadrenergica susfinuta, in
care nivelurile de catecolamine serice sunt ridicate cronic. O consecin{d a acestei stdri
hiperadrenergice cronice este hiperfosforilarea persistentd a RyR2 de PKA, astfel incét 3-4
din cele patru Ser2808 in fiecare canal homotetrameric RyR2 sunt fosforilate cronic (Marx
SO, et al. Cell, 2000;101(4):365-376). in special, hiperfosforilarea cronica a RyR2 de PKA
este asociatd cu eliminarea subunitaii canal-stabilizare calstabin2 din complexul
macromolecular al canalului RyR2. Eliminarea proteinei calstabin duce la o "scurgere"
diastolicd a Ca*>* din RS din complexul RyR, ceea ce contribuie la contractilitate redusd
(Marx et al., 2000). Datoritd activarii curentilor de depolarizare spre interior, aceasti
"scurgere" diastolici a Ca’* din RS este asociatd, de asemenea, cu aritmii cardiace fatale
(Lehnart et al, J Clin Invest. 2008;118(6):2230-2245). Intr-adevar, soarecii creati cu RyR2
fara site de fosforilare de PKA sunt protejati de progresia IC dupa infarctul miocardic (IM)
(Wehrens XH et al. Proc Natl Acad Sci SUA. 2006;103(3):511-518). In plus,
hiperfosforilarea cronicd de PKA a RyR2 in IC este asociatd cu remodelarea complexului
macromolecular RyR2 care include eliminarea fosfatazelor (Marx et al. 2000) PP1 si PP2a
(defosforilarea defectuoasd Ser2808) si fosfodiesterazei (PDE4D3) de tip 4 specificd
adenozin monofosfatului ciclic (AMPc) din complexul RyR2. Eliminarea PDE4D3 din
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complexul RyR2 cauzeaza cresterca durabilad a nivelurilor locale de AMPc¢ (Lehnart SE, et
al., Cell 2005;123(1):25-35). Astfel, scurgerea diastolici a Ca®* din RS contribuic la
progresia IC si aritmie. Mai mult decét atat, un raport recent a demonstrat ca soarecii activati
cu RyR2-S2808D+/+ (acid aspartic Inlocuind serina 2808), care imitd hiperfosforilarea
constitutivd a RyR2 de PKA, aratd eliminarea calstabin2 si RyR2 neetans. Soarecii cu RyR2-
S2808D+/+ dezvoltd cardiomiopatic dependentd de varstd, demonstreazd oxidarea si
nitrozilarea sporitd a RyR2, un continut redus al depozitului de Ca** in RS, si scurgere
diastolicd crescutd a Ca?* din RS. Dupd infarctul miocardic, soarecii cu RyR2-S2808D+/+
demonstreaza o mortalitate sporitd comparativ cu puii WT. Tratamentul cu S107, un derivat
al 1,4-benzotiazepinei care stabilizeazd interactiunile dintre RyR2 si calstabin2 (WO
2007/024717 [1]), a inhibat scurgerea diastolicd a Ca’* din RS mediatd de RyR2 si a redus
progresia IC atét in soarecii WT, cét si cei RyR2-S2808D+/+ (Shan et al., J Clin Invest. 2010
Dec 1;120(12):4375-87).

Mai mult decat atat, RyR2 contine circa 33 de reziduuri de tiol libere, fapt ce 1l face foarte
sensibil la starea celulard de oxidoreducere. Oxidarea cistinei faciliteaza deschiderea RyR si
scurgerea Ca®* din RS. Shan et al, 2010, a demonstrat ¢d oxidarea si nitrozilarea RyR2 si
disocierea subunititii de stabilizare calstabin2 din RyR2 induce scurgerea Ca®* din RS.

Tahicardia ventriculard polimorfd catecolaminergicd (TVPC) este o tulburare ereditard la
persoanele cu inima cu o structurd normald.  S-a stabilit cd peste 50 de mutatii diferite ale
RyR2 sunt legate de TVPC. Pacientii cu TVPC suferd de sincopa si moarte subitd cardiacd
(MSC), de la varsta timpurie pand la adultd, si la 35 de ani mortalitatea este de pana la 50%.
Persoanele cu TVPC au aritmii ventriculare atunci cand sunt supusi la efort fizic, Insd nu
dezvolta aritmii In timpul odihnei. Mutatiile RyR2 asociate cu TVPC duc la canale RyR2
"neetanse" din cauza legdrii reduse a subunitdtii calstabin2 (Lehnart et al., 2008). Soarecii
heterozigoti pentru mutatia R2474S in RyR2 (soareci RyR2-R24748S) prezintd convulsii
spontane tonico-clonice generalizate (care au aparut In absenta aritmiilor cardiace), aritmii
ventriculare induse prin efort fizic, s MSC. Tratamentul cu S107 a sporit legarea calstabin2
de canalul mutant RyR2-R2474S, a inhibat scurgerea canalului, a prevenit aritmiile cardiace
si a ridicat pragul de convulsii (Lehnart et al., 2008).

Receptorul 1 al rianodinei si bolile musculoscheletice

Contractia muschilor scheletici este activati prin eliberarea Ca®* din RS prin RyRl1.
Depolarizarea membranei (T)-tubulare transversale activeazd senzorul de tensiune (Cavl.1)
al receptorului dihidropiridind, care la rdndul sau activeazd canalele RyRl printr-o
interactiune directd proteind-proteind cauzind eliberarea depozitelor de Ca** din RS. Ca’* se
leagd de troponina C permitand aparitia puntilor transversale de actind-miozina i scurtarca
sarcomerului.

in conditii de stres muscular prelungit (de ex., in timpul alergirii maratonului) sau de o
boald, cum ar fi insuficienta cardiacd, ambele fiind caracterizate prin activarea cronica a SNS,
functia musculaturii scheletice este afectatd, probabil din cauza cuplirii CE modificate. In
special, cantitatea de Ca* eliberat din RS in timpul fiecirei contractii a muschiului este
redusd, pot avea loc eliberari anormale de Ca®*, si recaptarea Ca>*este incetinitd (Reiken, S, et
al. 2003. J. Cell Biol. 160:919-928). Aceste observatii sugereaza ca efectele nocive ale
activarii cronice a SNS pe musculatura scheletici pot fi din cauza, cel putin in parte,
defectelor in semnalizarea Ca".

Complexul macromolecular RyRl consta dintr-un tetramer al subunitdtii RyRl 560-kDa
care formeaza un esafodaj pentru proteinele care regleazd functia canalelor, inclusiv PKA si
fosfodiesteraza 4D3 (PDE4D3), fosfataza proteicd 1 (PP1) si calstabinl. Proteina de ancorare
a kinazei A (mAKAP) fixeaza PKA si PDE4D3 de RyR1, in timp ce spinofilina fixeaza PP1
de canal (Marx et al. 2000; Brillantes et al., Cell, 1994, 77, 513-523; Bellinger et al. J. Clin.
Invest. 2008, 118, 445-53). Subunitdtile catalitice si de reglementare ale PKA, PP1, si
PDE4D3 regleaza fosforilarea RyRl mediatd de PKA la Ser2843 (Ser2844 in soarece). S-a
demonstrat ¢ fosforilarca RyR1 mediatd de PKA la Ser2844 creste sensibilitatea canalului
fatd de Ca** citoplasmatic, reduce afinitatea de legare a calstabinl pentru RyRl1, si
destabilizeazd starea inchisd a canalului (Reiken et al., 2003; Marx, S.0. et al., Science, 1998,
281:818-821). Concentratiile de calstabinl in musculatura scheleticd sunt de circa 200 nM si
fosforilarea RyRl de PKA reduce afinitatea de legare a calstabinl pentru RyRI1 de la
circal00-200 nM péna la peste 600 nM. Astfel, in conditii fiziologice, reducerea afinitatii de
legare a calstabinl pentru RyR1, care rezultd din fosforilarea RyR1 de PKA la Ser2843, este
suficientd pentru a reduce substantial cantitatea de calstabinl prezentd in complexul RyRlI.
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Hiperfosforilarea cronicd a RyR1 de PKA la Ser2843 (definitd ca fosforilarea PKA a 3 sau 4
situsuri din cele 4 situsuri PKA Ser2843 prezente in fiecare homotetramer RyR1) duce la
canale "neetanse" (adicd, canale predispuse la deschidere in repaus), care contribuie la
disfunctia musculaturii scheletice asociatd cu stari hiperadrenergice persistente, cum sunt
cele care apar la persoanele cu insuficientd cardiacad (Reiken et al., 2003).

Mai mult decat atat, reglarea RyR1 prin modificiri posttranslationale, altele decat
fosforilare, cum ar fi de nitrozilarea grupdrilor de sulfhidril liber pe reziduuri de cistind (S-
nitrozilare), precum si oxidarea canalelor, au dus la cresterea activitatii canalelor RyR1. S-a
constatat cd S-nitrozilarea si oxidarea RyR1 reduc legarea calstabinl de RyR1.

Anterior Bellinger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 2008, 105(6):2198-2002) au raportat ci in
timpul efortului fizic excesiv la soareci si oameni, RyR1 este hiperfosforilat progresiv de
PKA, S-nitrozilat si epuizat de PDE4D3 si calstabinl, ducind la canale "neetanse" care
cauzeaza scaderea capacitatii fizice la soareci. Tratamentul cu S107 a impiedicat eliminarea
calstabinl din complexul RyR1, a imbunatédtit generareca de forte si capacitatea fizicd, si a
redus activitatea calpainei de proteazd neutrd dependentd de Ca** i concentratiile plasmatice
de creatin kinaza.

Distrofia musculard Duchenne (DMD) este una dintre principalele boli genctice letale a
copildriei. DMD este X-linkat, afectand 1 din 3500 de béieti noi-ndscuti si de obicei duce la
moartea pand la varsta de ~30 ani din cauza insuficientei respiratorii sau cardiace. Mutatiile
distrofinei asociate cu DMD duc la pierderea completd a proteinei de distrofin, perturband
astfel legatura dintre citoscheletul subsarcolemei si matricea extracelulard. Aceastd legdturd
este esenfiald pentru protejarea si stabilizarea musculaturii contra leziunilor induse de
contractie. In prezent, nu existi nici un remediu pentru DMD si majoritatea tratamentelor in
clinicd sunt paliative. Interventiile emergente in studiile clinice din Faza I/Il reprezintd
ignorarea exonului, inhibarea miostatinei, §i suprareglarea utropinei. Cu toate acestea, existd
probleme legate de livrarea sistemicd, sustinerca ignordrii exonului, si suprareglarea
utropinei. In plus, in studiile clinice din Faza I/Il, inactivarea miostatinei pentru cresterea
dimensiunii musculare nu a dus la imbunétitirea fortei sau functiei musculare. Instabilitatea
sarcolemei din cauza mutatiilor In distrofind are un efect de cascadd. Un efect major este
concentratia crescutd de Ca®* citosolic, ceea ce duce la activarea proteazelor dependente de
Ca** (calpaine). Un alt efect este inflamatia si activitatea sporitd iNOS, care poate provoca
oxidarea/nitrozilarea proteinelor, lipidelor, si ADN-ului. Patologia musculard DMD este
progresiva si depaseste cu mult instabilitatea sarcolemei. Astfel patologia este conforma cu
instabilitatea sarcolemei sporind susceptibilitatea la o altd leziune. S-a demonstrat recent ca
oxidarea sau nitrozilarea excesivd a RyR1 poate perturba interactiunea calstabinl cu
complexul RyR1, ceca ce duce la nectansictatea RyR1 si sldbiciune musculard intr-un model
de soarece cu distrofie musculara (mdx), si cd tratamentul cu S107 imbundtiteste indicii
functiei musculare in acest model de soarece(Bellinger, A. et al. 2009, Nature Medicine,
15:325-330).

Pierderca masei musculare si a fortei (sarcopenie) legatd de varstd contribuie la
invaliditate i cresterca mortalitatii. Andersson, D. et al. (Cell Metab. 2011 Aug 3;14(2):196-
207) au raportat cd RyR1l de la soarecii in varstd (24 de luni) este oxidat, nitrozilat cu
cisteind, si epuizat de calstabinl, comparativ cu RyR1 de la adulfii mai tineri (3-6 luni).
Aceastd remodelare a complexului de canale RyR1 a dus la canale "neetanse” cu probabilitate
crescuta de deschidere, ceca ce duce la scurgerea calciului intracelular in muschii scheletici.
Tatarea soarecilor in varstd cu S107 a stabilizat legarea calstabinl de RyR1, a redus
scurgerea calciului intracelular, a diminuat speciile reactive de oxigen (SRO), si a imbundtatit
eliberarea Ca®* tetanic, forta specificd musculaturii, precum si capacitatea fizica.

Publicatiile internationale de brevet PCT WO 2005/094457 [2], WO 2006/101496 [3] si
WO 2007/024717 dezvidluie derivati ai 1,4-benzotiazepinei si utilizarea lor in tratamentul
tulburdrilor cardiace, musculare scheletice si cognitive, printre altele.

Publicatia internationald de brevet PCT WO 2008/060332 [4] se referd la utilizarea
derivatilor 1,4-benzotiazepinei pentru tratarea oboselii musculare la subiectii care suferd de
diverse patologii, cum ar fi distrofia musculard, sau la subiectii care suferd de oboscald
musculard ca urmare a efortului fizic durabil, prelungit si/sau extenuant, sau stresului cronic.

Publicatia internationald de brevet PCT WO 2008/021432 [5] se referd la utilizarca
derivatilor 1,4-benzotiazepinei pentru tratamentul si/sau prevenirea bolilor, tulburdrilor si
starilor care afecteaza sistemul nervos.
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Publicatia internationald de brevet PCT WO 2012/019076 [6] se referd la utilizarca
derivatilor 1,4-benzotiazepinei pentru tratamentul si/sau  prevenirea leziunii de
ischemie/reperfuzie cardiaca. Fauconnier et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2011, 108(32):
13258-63 a relatat cd scurgerea RyR mediatd de activarea caspazei-8 duce la leziunea
ventricului sting dupd ischemia-reperfuzia miocardicd, si ¢ tratamentul cu S107 a inhibat
scurgerea Ca®* din RS, a redus aritmiile ventriculare, mérimea infarctului, si remodelarea
ventricului stdng peste 15 de zile dupa reperfuzie.

Publicatia internationald de brevet PCT WO 2012/019071 [7] se referd la utilizarea
derivatilor 1,4-benzotiazepinei pentru tratamentul si/sau prevenirea sarcopeniei.

Publicatia internationald de brevet PCT WO 2012/037105 [8] se referd la utilizarea
derivatilor 1,4-benzotiazepinei pentru tratamentul si/sau prevenirea tulburdrilor si bolilor
neuronale induse de stres.

Existd necesitatea de a identifica noi compusi eficienti pentru tratarea tulburarilor si
bolilor asociate cu RyRs, inclusiv tulburdrile si bolile musculare scheletice si cardiace. Mai
exact, raméane necesitatea de a identifica noi substante care pot fi utilizate pentru tratarea
tulburarilor asociate cu RyR, de exemplu, prin repararea scurgerii in canalele RyR, si sporirea
legdrii proteinelor calstabin de RyRs fosforilati de PKA/oxidati/nitrozilati, si de RyRs
mutanti care altminteri au redus afinitatea pentru, sau nu se leagéd de, calstabin.

ESENTA INVENTIEI

Prezenta inventie propune noi derivati ai 1,4-benzotiazepinei, si sirurile acceptabile
farmaceutic ale acestora. In unele variante de executare, compusii din prezenta inventie sunt
stabilizatori ai canalelor de calciu ai receptorului rianodinei (RyR), denumiti uneori
"Rycals™". Prezenta inventie propune, de asemenea, procedee de utilizare a acestor compusi
pentru tratarea tulburdrilor si bolilor asociate cu RyRs.

Compusii prezentei inventii reprezintd o selectie dintre derivatii 1,4-benzotiazepinei
descrisi In WO 2007/024717. WO 2007/024717 descrie compusi cu o structura similard, cu
toate acestea, dupa cum se descrie in continuare in prezenta, s-a constatat ¢d acesti compusi
sunt foarte instabili si astfel utilitatea lor terapeutica in calitate de medicamente este limitata.
Problema care sta la baza prezentei cereri este, asadar, furnizarea derivatilor alternativi ai 1,4-
benzotiazepinei care nu sunt doar farmacologic activi, ci si posedd proprietati favorabile, cum
ar fi stabilitate metabolica Inaltd, si astfel sunt adecvati in calitate de medicamente in tratarea
bolilor si starilor asociate cu RyR, de exemplu tulburdrile cardiace, musculare scheletice si
ale sistemului nervos central (SNC). S-a descoperit In mod neasteptat ¢d compusii cu
formula (I) sunt stabili, precum si farmacologic activi, oferind astfel o solutie tehnicd
problemei care std la baza prezentei inventii.

Compusii prezentei inventii sunt reprezentati prin structura cu formula (I):

HsCO N X

—R

G

S
@
unde

R este COOH;
si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora.

Compusii cu Formula (I) pot fi prezenti sub forma de sare cu un acid sau bazd acceptabild
farmaceutic. Astfel de saruri sunt selectate, de preferinta, din grupul ce consta din sdruri de
sodiu, potasiu, magneziu, hemifumarat, hidroclorurd si hidrobromurd, fiecare posibilitate
reprezentand o variantd de executare separatd a prezentei inventii. O sare preferata in prezent
este sarea de sodiu. O altd sare preferatd in prezent este sarea de hemifumarat.

in unele variante de executare specifice, compusul este selectat din grupul ce constd din
compusul 1, compusul 4 si compusul 6, si sdrurile acceptabile farmaceutic ale acestora.
Structurile acestor compusi sunt descrise mai jos.

Intr-o variantd de executare preferatd, compusul este reprezentat prin structura
compusului (1):
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(1)
sau sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora.

in unele variante de executare, compusul 1 este furnizat ca compusul de bazi. Totusi, in
alte variante de executare compusul 1 este furnizat sub forma de sare cu un acid sau bazi
acceptabild farmaceutic. De preferintd, o asemenea sare este selectatd din grupul ce consta
din saruri de sodiu, potasiu, magneziu, hemifumarat, hidroclorurd si hidrobromuri, fiecare
posibilitate reprezentind o variantd de executare separati a prezentei inventii. O sare
preferatd in prezent este sarea de sodiu. O altd sare preferatd in prezent este sarea de
hemifumarat.

Prezenta inventie propune, de asemenea, procedee de sintezd a compusilor inventiei,
precum si sarurilor acestora.

Prezenta inventie propune, de asemeneca, compozitii farmaceutice care cuprind unul sau
mai mulfi compusi ai inventiei, si cel putin un aditiv sau excipient, de ex., substante de
umplere, diluanti, lianti, agenti de dezintegrare, solutii tampon, coloranti, emulgatori, agenti
de Imbunatatire a aromei, gelifianti, agenti de alunecare, conservanti, agenti de solubilizare,
stabilizatori, agenti de suspendare, indulcitori, agenti de tonicitate, agen{i de umectare,
emulgatori, agenti de dispersare, agenti de umflare, agenti de Intirziere, lubrifianti,
absorbanti, si agenti de crestere a véscozitatii. Compozitiile pot fi prezentate in capsule,
granule, pulberi, solutii, pliculete, suspensii, sau forma de dozare comprimat.

Prezenta inventie propune, de asemenca, procedee de tratare sau prevenire a diverselor
tulburdri, boli si stiri asociate cu RyRs, cum ar fi tulburdrile si bolile cardiace, cognitive
musculo-scheletice , ale SNC si neuromusculare, care includ administrarea unui subiect, care are
nevoie de un astfel de tratament, a unei cantititi de un compus cu Formula (I) sau o sare a
acestuia, eficientd pentru a preveni sau trata o tulburare sau boald asociatd cu un RyR. Prezenta
inventie propune, de asemenea, un procedeu de prevenire sau tratare a unei scurgeri in RyR
(inclusiv RyR1, RyR2 si RyR3) la un subiect, inclusiv administrarea subiectului a unei cantititi de
un compus cu Formula (I) sau o sare a acestuia, eficientd pentru prevenirea sau tratarea unei
scurgeri in RyR.

In plus, prezenta inventie propune un procedeu de modulare a legarii RyRs si proteinelor
calstabin la un subiect, inclusiv administrarea subiectului respectiv a unei cantititi de un
compus cu Formula (I) sau o sare a acestuia, eficientd pentru a modula cantitatea de calstabin
legata de RyR.

Prezenta inventie se referd in continuare la utilizarea unui compus cu Formula (I) pentru
fabricarea unui medicament pentru tratamentul si/sau prevenirea tulburdrilor, bolilor si
starilor asociate cu RyRs, cum ar fi tulburdrile si bolile cardiace, musculo-scheletice si
cognitive/SNC. Intr-o altd variantd de executare, prezenta inventie se referd la utilizarea unui
compus cu Formula (I) pentru fabricarea unui medicament pentru prevenirea sau tratarea unei
scurgeri in RyR. Intr-o altd variantd de executare, prezenta inventie se refera la utilizarea
unui compus cu Formula (I) pentru fabricarea unui medicament pentru modularea cantititii
de proteine calstabin legate de RyR.

Procedeele inventiei pot fi aplicate intr-un sistem in vitro (de ex., culturi de celule sau
tesuturi) sau in vivo (de ex., intr-un animal neuman sau om).

in unele variante de executare, compusii inventiei sunt furnizati in combinatie cu terapia
de ignorare a exonului, de ex. oligonucleotide antisens (OA), astfel Incit sa sporeasca
ignorarea exonului intr-un ARNm de interes, de ¢x., gena DMD, asa cum este descris mai
jos. Alte trasdturi caracteristice §i avantaje ale prezentei inventii vor deveni evidente din
urmatoarea descriere detaliatd si figuri.
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DESCRIEREA SUCCINTA A FIGURILOR

Figura 1A Imunoblot cu anticorp calstabin2 ce aratd legarea calstabin2 de RyR2
fosforilat de PKA in absenta (-) sau prezenta a 100 nM de compus 1. (+): calstabin ce se
leagd de RyR2 nefosforilat de PKA. S36 (US 7,544,678 [9]), este utilizat ca martor pozitiv.

Figura 1B Imunoblot cu anticorp calstabin2 ce aratd legarea calstabin2 de RyR2
fosforilat de PKA 1n absenta (-) sau prezenta a 100 nM de compus 2, compus 3, compus 4.
(+): calstabin ce se leaga de RyR2 nefosforilat de PKA. S36 este utilizat ca martor pozitiv.

Figura 1C  Imunoblot cu anticorp calstabinl ce aratd legarea calstabinl de RyRl
fosforilat de PKA in absenta (Neg) sau prezenta concentratiilor indicate de compus 1 sau
compus 4. (Poz): calstabin ce se leagd de RyR1 nefosforilat de PKA. S36 este utilizat ca
martor pozitiv.

Figura 2 Figura 2A: Imunoblot cu anticorp calstabinl ce aratd concentratiile de
calstabinl in complexele RyR1 imunoprecipitate din lizatele tibiale la soareci carora li s-a
administrat vehiculul (50:50 DMSO/PEG), izoproterenol de unul singur (ISO) sau
izoproterenol mpreund cu concentratiile indicate de compus 1 in pompe osmotice. S36 este
utilizat ca martor la 3.6 mM. Figura 2B: cuantificarea % calstabinl care se leagd din nou de
RyRI.
Figura 3 Model de insuficientd cardiaca cronica la sobolani indusa de leziunea de
ischemie-reperfuzie (I/R). Pentru protocolul I/R, artera coronard descendentd anterioard
stangd (DAS) a fost astupata timp de 1 ora.

Figura 4 Volumele ventriculului sting (VS) si fractia de ejectie (FE) la sobolanii
tratati cu compusul | In doza de 5 mg/kg/zi (SMK) sau 10 mg/kg/zi (10MK) 1n apa de baut
comparativ cu animalele tratate cu vehiculul (H,O) si operate fals. Insuficienta cardiaca
cronica a fost indusd de leziunea de ischemie-reperfuzie (I/R). Artera DAS a fost astupata
timp de 1 ord; tratamentul a Inceput peste o saptdmana dupa reperfuzie si a continuat timp de
3 luni. Parametrii ecocardiografici au fost obtinuti peste 1, 2 sau 3 luni de tratament. Figura
4A: VS Volumul diastolic final; Figura 4B: VS Volumul sistolic final; Figura 4BC: FE.
Figurile 4A si 4B: § P <0,001 fatd de animalele operate fals; * P <0,05 fata de vehicul; T P
<0,001 fatd de vehicul. Figura 4C: § P <0,001 fatd de animalele operate fals; T+ P <0,001 fata
de vehicul.

FiguraS  Figurile SA-C ilustreazd greutatea corporald (GC) (5A), mdrimea infarctului
(5B), si greutatea VS (5C), si Figura 5D prezinta continutul de colagen la sobolanii tratati cu
compusul 1 in doza de 5 mg/kg/zi (SMK) si 10mg/kg/zi (10MK) in apd de baut comparativ
cu animalele tratate cu vehicul (H20) si operate fals. Insuficienta cardiacd cronicid a fost
indusd de leziunea de ischemie-reperfuzie (I/R). Artera DAS a fost astupatd timp de 1 ord;
tratamentul a inceput peste o saptamana dupa reperfuzie si a continuat timp de 3 luni.
Parametrii au fost masurati dupa 3 luni de tratament. Figurile 5A-C: nesemnificativ. Figura
5D: 111 P <0,001 fatd de animalele operate fals; * P <0,05 fatd de vehicul.

Figura 6 Hemodinamica invaziva: Tensiunea sistolicd a ventriculului staing (TS VS)
(6A), dP/dtmax (6B); si dP/dtmin (6C) la sobolanii tratati cu compusul | in dozd de 5
mg/kg/zi (SMK) sau 10mg/kg/zi (10MK) in apa de baut comparativ cu animalele tratate cu
vehicul (H>O) si operate fals. Insuficienta cardiacd cronicd a fost indusad de leziunea de
ischemie-reperfuzie (I/R). Artera DAS a fost astupatd timp de 1 ord; tratamentul a Inceput
peste o saptdmana dupa reperfuzie i a continuat timp de 3 luni. Parametrii hemodinamici au
fost masurati dupa 3 luni de tratament. Figura 6A: nesemnificativ. Figura 6B: § P <0,05
fatd de animalele operate fals; * P <0,05 fatd de vehicul. Figura 6C: ¥ P <0,01 fatd de
animalele operate fals; * P <0,05 fatd de vehicul.

Figura7  Concentratiile plasmatice din compusul 1 (uu) fatd de perioada zilei.

Figura 8 FE la sobolanii tratati cu compusul 1 sau compusul A in dozi de 5 mg/kg/zi
(5MK) in apd de baut comparativ cu animalele tratate cu vehiculul (H,O) si operate fals.
Artera DAS a fost astupatd timp de 1 ord; tratamentul a inceput peste o saptdméand dupd
reperfuzie si a continuat timp de 3 luni. Parametrii ecocardiografici au fost obtinuti dupa 1, 2
sau 3 luni de tratament. § P <0,001 fatd de animalele operate fals; * P <0,05 fatd de vehicul;
T P <0,001 fatd de vehicul.

Figura 9 Efectul compusului | asupra activitatii fizice spontane a soarecilor mdx si
WT comparativ cu martorii tratati cu vehicul (H,O). P<0,001 pentru zilele 1 -19 de activitate
la soarecii mdx cdrora 1i s-au administrat doze de 10 si 50 mg/kg/zi (doza tintd) in apa de
baut, comparativ cu grupul de control cdruia i s-a administrat vehiculul.
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Figura 10  Raportul specific fortd-frecventd a muschiului EDL. (A) Soarecii mdx tratati
cu compusul 1 (5, 10 si 50 mg/kg/zi (dozd {intd)) administrat in apa de baut, comparativ cu
martorii tratati cu vehiculul (HO) (n=5). p<0,05, pentru doza de 50 mg/kg/zi, la frecvente de
150 Hz si mai mult. (B) WT, C57BL/6, soarecii tratafi cu compusul 1 (50 mg/kg/zi (doza
{intd) administrat in apa de baut, comparativ cu martorii tratati cu vehiculul (H.O) (n=4)

Figura 11  Greutatea corporald medie (12A) si consumul de apd mediu (12B) al
soarecilor mdx si WT ftratati cu vehiculul (H,O) sau compusul 1 (50 mg/kg/zi (doza {intd)
administrat in apa de baut.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Se va intelege cd descrierea detaliatd si exemplele specifice, cu indicarea diverselor
variante de executare ale inventiel sunt prezentate doar cu titlu de ilustrare, deoarece diverse
schimbari si modificdri in spiritul i domeniul de aplicare a inventiei vor deveni evidente
specialistilor in domeniu din aceastd descriere detaliata.

Asa cum este utilizat aici si In revendicarile anexate, formele de singular "un", "o" includ
referiri de plural, dacd continutul nu indicd clar altfel. Toate publicatiile, cererile de brevet,
brevetele si alte referinte mentionate aici sunt incluse prin referire in totalitatea lor.

Termenul "Rycals™" se referd la stabilizatori ai canalelor de calciu ai receptorului
rianodinei, reprezentati prin compusi cu Formula generald (I) sau (IA) asa cum este prevazut
de inventie, precum si prin compusi specifici desemnati prin numere numerice aga cum este
prevazut de inventie, si denumiti in mod colectiv 1n prezenta ca "compus(si) al(ai) inventiei".

Compusi
In unele variante de executare, compusii din prezenta invenfie sunt reprezentafi prin
structura cu Formula (IA):

HsCO N X

—R
F

S
(IA)
unde

R este COOH sau un bioizoster al acestuia, COOR! sau CN; si

R! este un alchil C;-Cy;
si sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora.

in unele variante de executare preferentiale, R in Formula (IA) este un acid carboxilic
(COOH). in alte variante de executare preferentiale, R in Formula (IA) este un bioizoster al
acidului carboxilic, de exemplu tetrazol. In mod alternativ, bioizosterul acidului carboxilic
poate fi un heterociclu acid cum ar fi 1,2,4-oxadiazol-5(4H)-on3, 1,2,4-tiadiazol-5(4H)-ona,
1,2,4-oxadiazol-5(4H)-tiona, 1,3,4-oxadiazol-2(3H)-tiona, 4-metil-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-
tiond, acidul 5-fluoroorotic, si altele. Bioizosteri suplimentari ai acidului carboxilic sunt
descrisgi, de ex., in Hamada, Y. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006; 16:4354-4359; Herr,
R.J. et al., Bioorg. Med. Chem. 2002; 10: 3379-3393; Olesen, P.H., Curr. Opin. Drug Discov.
Devel. 2001; 4: 471; Patani. G.A. et al., J. Chem. Rev. 1996; 96:3147; Kimura, T. et al.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006; 16: 2380-2386; and Kohara, Y. et al. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 1995; 5(17): 1903-1908. Continutul fiecireia dintre referintele sus-mentionate este
inclus aici prin referintd.

Intr-o variantd de executare preferentiald, compusii prezentei inventii sunt reprezentati
prin structura cu Formula (IA), unde R este COOH si saruri acceptabile farmaceutic ale
acestuia (g1 anume, un compus cu formula (I)).

In alte variante de executare preferentiale, R in Formula (IA) este la pozitia 4 a inelului
fenil (de ex., pozitia 7 a inelului benzotiazepinei). Fiecare posibilitate reprezinta o varianta de
executare separatd a prezentei inventii. Compusii cu Formula (IA) sau (I) pot fi prezenti sub
forma de sare cu un acid sau o bazd acceptabild farmaceutic. Astfel de saruri sunt selectate,
de preferintd, din grupul ce constd din siruri de sodiu, potasiu, magneziu, hemifumarat,
hidroclorurd si hidrobromura, fiecare posibilitate reprezentdnd o variantd de executare
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separatd a prezentei inventii. O sare preferatd in prezent este sarca de sodiu. O altd sare
preferatd in prezent este sarea de hemifumarat.

In unele variante de executare specifice, compusul este selectat din grupul ce constd din
compusul 1, compusul 2, compusul 3, compusul 4, compusul 5, compusul 6, compusul 7,
compusul 8, compusul 9, compusul 10, compusul 11, si compusul 12, precum si saruri
acceptabile farmaceutic ale acestora. Acesti compusi sunt reprezentafi prin urmatoarele
structuri:

o N
/
o)
s
OH .
@
o)
O N o)
S 5
2

\O

®)
OH

\O

“4)
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NH
o
~ N
S N sl
(11)

12)

Definitii chimice:

Termenul "alchil”, in modul utilizat in prezenta, se referd la o hidrocarburd saturata,
liniard sau ramificatd avand de la 1 pand la 4 atomi de carbon ("alchil C1-C4"). Grupari
alchil reprezentative includ, dar nu se limiteaza la metil, etil, propil, izopropil, butil, sec-butil,
si tert-butil. Gruparea alchil poate fi nesubstituitd sau substituitd cu una sau mai multe grupari
selectate dintre halogen, haloalchil, hidroxi, alcoxi, haloalcoxi, cicloalchil, aril, heterociclil,
heteroaril, amido, alchilamido, dialchilamido, nitro, amino, ciano, N3, oxo, alchilamino,
dialchilamino, carboxil, tio, tioalchil si tioaril.

Compusii prezentei inventii pot exista sub forma lor tautomerd. Toate aceste forme
tautomere sunt examinate aici ca parte a prezentel inventii.

Toti stereoizomerii compusilor prezentei inventii (de exemplu, cei care pot exista datorita
atomilor de carbon asimetrici pe diversi substituenti), inclusiv formele enantiomerice si
formele diastereomerice, sunt examinate in cadrul domeniului de aplicare al acestei inventii.
Stereoizomerii individuali ai compusilor inventiei pot fi, de exemplu, substantial liberi de alti
izomeri (de ex., ca un izomer optic pur sau substantial pur avand o activitate specificatd), sau
pot fi amestecati, de exemplu, ca racemati, sau ca amestecuri imbogatite cu un stercoizomer.
Centrele chirale din prezenta inventie pot avea configuratia S sau R asa cum este definit de
Recomandairile IUPAC 1974. Formele racemice pot fi descompuse prin metode fizice, cum
ar fi, de exemplu, cristalizarea fractionatd, separarea sau cristalizarea derivatilor
diastercomerici sau separarea prin cromatografia pe coloand chirald. Izomerii optici
individuali pot fi obtinuti din racemati prin orice metodd adecvatd, inclusiv, fard limitare,
metode conventionale, cum ar fi, de exemplu, formarea sirii cu un acid sau bazi optic activa,
urmatd de cristalizare.

Compusii prezentei inventii sunt, dupd prepararea lor, de preferintd izolati si purificati
pentru a obfine o compozifie care contine o cantitate In greutate egald sau mai mare de circa
90% de compus, circa 95% de compus, si chiar mai preferabil mai mare de circa 99% de
compus (compus "substantial pur"), care apoi este utilizat sau preparat conform descrierii din
prezenta. Astfel de compusi "substantial puri" ai prezentel inventii sunt, de asemenea,
examinati aici ca parte a prezentel inventii.
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Utilizarea terapeutica
Prezenta inventic propune compusi care sunt capabili s trateze stéri, tulburdri si boli

asociate cu RyRs. Mai concret, prezenta inventie propune compusi care sunt capabili sd
opreascd o scurgere in canalele RyR, care pot fi canale RyR1, RyR2 si/sau canale RyR3.
Intr-o variantd de executare, compusii inventiei sporesc asocierca si/sau inhibad disocierca
RyR si calstabin (de ex., RyR1 si calstabinl; RyR2 si calstabin2; si RyR3 si calstabinl).
"Stari, tulburdri i boli asociate cu RyRs" inseamnad tulburdri si boli care pot fi tratate si/sau
prevenite prin modularea RyRs si includ, fard limitare, tulburéri si boli cardiace, oboseald
musculard, tulburdri si boli musculoscheletice, tulburari si boli ale SNC, disfunctii cognitive,
boli si tulburari neuromusculare, imbundtatirea functiei cognitive, tulburari si boli osoase,
casexia legatd de cancer, hipertermie malignd, diabet, moarte cardiaca subitd, si sindromul
mortii subite a sugarului.

Astfel, intr-o variantd de executare, prezenta inventie se referd la un procedeu de tratare
sau prevenire a unei stiri selectate din grupul ce constd din tulburari si boli cardiace, oboseald
musculard, tulburdri si boli musculoscheletice, tulburari si boli ale SNC, disfunctii cognitive,
boli si tulburdri neuromusculare, tulburdri si boli osoase, casexie legatd de cancer,
hipertermie malignd, diabet, moarte cardiacd subitd, si sindromul mortii subite a sugarului,
sau pentru Imbunétafirea functiei cognitive, procedeul respectiv cuprinzdnd etapa de
administrare unui subiect care are nevoie de aceasta a unei cantitati eficiente terapeutic de un
compus cu Formula (I) sau (IA) asa cum este descris aici, sau o sare a acestuia, pentru a
efectua un astfel de tratament. Un compus preferat in prezent este un compus cu Formula
@)

In altd variantd de executare, prezenta inventie se referd la utilizarea unei cantitdfi
eficiente de compus cu Formula (I) sau (IA), asa cum este descris aici, sau o sare a acestuia,
pentru fabricarea unui medicament pentru tratarea sau prevenirea unei stari selectate din
grupul ce constd din tulburdri si boli cardiace, oboscala musculard, tulburdri si boli
musculoscheletice, tulburdri si boli ale SNC, boli si tulburdri neuromusculare, disfunctii
cognitive, tulburdri si boli osoase, casexie legatd de cancer, hipertermic malignd, diabet,
moarte cardiacd subitd, si sindromul mortii subite a sugarului, sau pentru Imbunétatirea
functiei cognitive. Un compus preferat in prezent este un compus cu Formula (1).

in altd varianta de executare, prezenta inventie se referd la un compus cu Formula (I) sau
(IA), asa cum este descris aici, sau o sare a acestuia, pentru utilizarea In fabricarea unui
medicament pentru tratarea sau prevenirea unei stiri selectate din grupul ce constd din
tulburdri si boli cardiace, oboseald musculara, tulburari si boli musculoscheletice, tulburari si
boli ale SNC, disfunctii cognitive, boli si tulburdri neuromusculare, tulburari si boli osoase,
casexie legatd de cancer, hipertermie malignd, diabet, moarte cardiaca subitd, si sindromul
mortii subite a sugarului, sau pentru Imbunatatirea functiei cognitive. Un compus preferat in
prezent este un compus cu Formula (1).

Intr-o variantd de executare, starea, tulburarea sau boala este asociati cu o functie
anormali a RyR1. In alti variantd de executare, starea, tulburarea sau boala este asociati cu o
functie anormald a RyR2. In alti variantd de executare, starea, tulburarea sau boala este
asociatd cu o functie anormald a RyR3. Fiecare posibilitate reprezintd o variantd de executare
separatd a prezentei inventii.

Tulburari si boli cardiace includ, dar nu se limiteaza la, tulburiri §i boli ale batailor
neregulate ale inimii, tulburdri si boli ale batdilor neregulate ale inimii induse prin efort fizic,
insuficientd cardiacd, insuficientd cardiacd congestivd, insuficientd cardiacd cronica,
insuficientd cardiacd acutd, insuficientd cardiaca sistolicd, insuficientd cardiacd diastolica,
insuficientd cardiacd acutd decompensatd, leziune de ischemie/reperfuzie (I/R) cardiaca
(inclusiv leziune I/R ca urmare a angioplastiei coronariene sau ca urmare a trombolizei in
timpul infarctului miocardic (IM)), boala pulmonard obstructivd cronicd, precum si
hipertensiunea arteriald. Tulburdri si boli ale batailor neregulate ale inimii includ, dar nu se
limiteaza la aritmia atriald si ventriculard, fibrilatia atriald si ventriculard, tahiaritmia atriala si
ventriculard, tahicardia atriald si ventriculard, tahicardia ventriculard polimorfd
catecolaminergica (TVPC), si variantele acestora induse prin efort fizic.

Compusii inventiei sunt, de asemenea, utili in tratarea oboselii musculare, care se poate
datora efortului fizic prelungit sau efortului fizic de mare intensitate, sau poate fi cauzat de
boli musculoscheletice. Exemple de tulburari si boli musculare includ, dar nu se limiteaza la
oboseala muschilor scheletici, bolile miezului central, oboseala muschilor scheletici indusa
de efortul fizic, tulburdrile vezicii urinare, incontinentd, oboseala musculard asociatd cu
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varsta, sarcopenie, miopatii congenitale, miopatii si/sau atrofii ale muschilor scheletici,
cagexic legatd de cancer, miopatie rod-core, miopatii mitocondriale [de ex., sindromul
Kearns-Sayre, sindromul MELAS (miopatia mitocondriald, encefalopatia, acidoza lactica, si
accidentul vascular cerebral), si sindromul MERRF (epilepsia mioclonicd cu fibre rosii
rugoase)], miopatii endocrine, boli cu stocare de glicogen muscular [de ex., boala Pompe,
boala Andersen, si bolile Cori], mioglobinurii [de ex., boala McArdle, boala Tarui, si boala
DiMauro], dermatomiozitid, miozitd osificantd, paralizie periodicd familiald, polimiozita,
miozita cu corpi de incluziune, neuromiotonie, sindromul omului infepenit, hipertermie
malignd, crampe musculare comune, tetanie, myasthenia gravis, atrofia musculara spinald
(AMS), atrofia musculard spinald si bulbarda (AMSB, cunoscutd, de asemenea, sub denumirea
de atrofie musculard spinobulbard, atrofie bulbo-spinald, neuropatie bulbospinald X-linkatd
(NBSX), atrofie musculard spinald X-linkatd tip 1 (AMSX), si boala Kennedy (KD)), si
distrofia musculard. Tulburari preferate ale muschilor scheletici includ, dar nu se limiteaza la
oboseala muschilor scheletici indusé de efort fizic, miopatia congenitald, distrofia musculara,
oboseala muscularad legatd de varstd, sarcopenie, boala miezului central, casexia legatd de
cancer, tulburdrile vezicii urinare, §i incontinenta.

Exemple de distrofie musculard includ, dar nu se limitcazd la, distrofia musculard
Duchenne (DMD), distrofia musculard Becker (DMB), distrofia musculard la nivelul
membrelor-brau (DMMB), distrofia musculard congenitala (DMC), distrofia musculard
distala, distrofia facio-scapulo-humerald, distrofia musculara miotonicd, distrofia musculara
Emery-Dreifuss, si distrofia musculard oculo-faringiand, DMD fiind preferata in prezent.

Distrofia musculard congenitald, asa cum este utilizata in prezenta, se referd la distrofia
musculard prezentd la nastere. DMC se clasifica conform mutatiilor genetice: 1) gene care
codificd proteinele structurale alemembranei bazale saumatricei extracelulare afibrelor
musculaturii  scheletice;  2) gene care codificd glicoziltransferazele presupuse sau
demonstrate , care la randul lor afecteazd glicozilarea distroglicanului, o proteind a
membranei externe a membranei bazale; si 3) altele. Exemple de DMC includ, dar nu se
limiteaza la DMC cu deficit de laminina-¢2 (MDC1A), Ullrich CMG (UCMDs 1, 2 si 3),
sindromul Walker-Warburg (SWW), boala muschi-ochi-creier (MOB), DMC Fukuyama
(DMCF), DMC plus deficit al laminei secundare 1 (MDC1B), DMC plus deficit al laminei
secundare 2 (MDCIC), DMC cu retardare mentala si pahigirie (MDCI1D), si coloana
vertebrald rigida cu distrofie musculard tipl (RSMD1).

Disfunctia cognitivd poate fi asociatd cu sau include, dar nu se limiteaza la pierderea
memoriei, pierderea memoriei dependente de varstd, tulburarca de stres post-traumatic
(TSPT), tulburarea de hiperactivitate si deficit de atentie (THDA), tulburarea din spectrul
autismului (TSA), tulburarea de anxietate generalizatd (TAG), tulburarea obsesiv-compulsiva
(TOC), schizofrenia, tulburarea bipolara, sau depresia majora.

Tulburarile si bolile SNC includ, dar nu se limiteaza la boala Alzheimer (BA), neuropatie,
convulsii, boala Parkinson (BP), si boala Huntington (BH).

Tulburarile si bolile neuromusculare includ, dar nu se limiteaza la ataxie spinocerebelard
(ASC), si scleroza laterald amiotrofica (SLA, boala Lou Gehrig).

in unele variante de executare, compusii prezentei inventii imbunititesc functia
cognitiva, care poate fi selectatd din memoria de scurtd duratd, memoria de lungd durata,
atentie, invatare, precum §i orice combinatie a acestora.

In unele variante de executare, compusii prezentei inventii sunt utili in tratamentul
casexiel legate de cancer, si anume slibiciunea musculard care este asociatd cu cancerul 1n
general, si, de preferintd, sldbiciunea musculard in cancerul metastatic, cum ar fi metastazele
osoase. Slabiciunea musculard si atrofia musculard (cagexia) sunt simptome paraneoplastice
obisnuite la bolnavii de cancer. Aceste stiri cauzeaza obosecald semnificativa si reduce
dramatic calitatea vietii pacientilor. Prezenta inventie propune un procedeu pentru tratarea si
prevenirea sldbiciunii musculare la un pacient ce suferd de cancer, bazat, in parte, pe
descoperirea cd, In anumite tipuri de cancer, de ex., cancer de prostatd si de sin cu metastaze
osoase, RyRI1 este oxidat, ceea ce 1l determind s devind "nectans". S-a constatat, de
asemenea, ¢d prevenirea scurgerii prin administrarea compusilor Rycal imbunititeste functia
musculard. Exemple de tipuri de cancer includ, dar nu se limiteazad la, cancerul de sin,
cancerul de prostatd, cancerul osos, cancerul pancreatic, cancerul pulmonar, cancerul de
colon, si cancerul gastrointestinal.
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Terapia cu ignorarea exonului:

in unele variante de executare, compusii prezentei inventii moduleazi (de ex. sporesc)
matisarea (splicing-ul) mARN-ului prin consolidarea ignorarii exonului antisens mediat.
Accastd modulare a matisdrii se realizeaza in prezenta oligonucleotidelor antisens (OA) care
sunt specifice pentru secventele de matisare ce prezintd interes. In unele variante de
executare a inventiei, compusul cu formula (I) sau (IA) si OA pot actiona sinergic, unde
compusul cu formula (I) sau (IA) sporeste ignorarea exonului mediat de OA. Astfel, in
unele variante de executare, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceutica pentru
utilizarea In tratamentul sau prevenirea oricarora dintre stérile descrise in prezenta care sunt
asociate cu RyR neetans, care cuprinde 1n plus utilizarea unei OA antisens, care este specificd
pentru o secventd de matisare intr-o secventd mARN, pentru sporirea ignorarii exonului in
ARNm de interes.

O variantd de executare deosebitd pentru sporirea ignordrii exonului de compusii
prezentei inventii se refera la distrofia musculard Duchenne (DMD). DMD este o boala
recesiva letald X-linkatd caracterizatd prin slabiciune musculard progresivd de-a lungul vietii
unui pacient. DMD este cauzata in primul rand de elimindrile multi-exon in afara cadrului in
gena DMD care indepérteaza producerea de proteine distrofin. Pierderea expresiei distrofinei
de sine stititor nu explicd fiziopatologia DMD. Perturbarea complexului distrofind-
glicoproteind (CDG), de asemenea, duce la stresul oxidativ, supraincircarea cu Ca?*
mitocondrial si apoptozd, influx crescut de Ca®* in muschi, si semnalizarea Ca>* patologic.
Nu exista terapii curative pentru DMD, si unicul tratament farmacologic demonstrat este
corticosteroizii, care pot prelungi capacitatea de deplasare, insid au efecte secundare
semnificative. Ignorarca exonului mediat de oligonucleotide antisens reprezintd o abordare
terapeuticd promitdtoare care vizeaza restabilirea cadrului de citire DMD si care permite
expresia unui complex distrofind-glicoproteind intact. Pand in prezent, concentratii reduse de
proteind distrofina au fost produse in oameni prin metoda datd. Kendall et al. (Sci Transl
Med, 2012, 4(164), p. 164ral60) a relatat ca anumite molecule mici, cum ar fi Dantrolen si
alti modulatori RyR, potenfeazd ignorarea exonului ghidatd de oligomeri antisens pentru a
spori ignorarea exonului pentru restabilirea cadrului de citire ARNm, proteinei distrofind a
sarcolemei, si complexului distrofina-glicoproteind in muschii scheletici ai soarecilor mdx, un
model de soarece DMD.

Astfel, intr-o variantd de executare, prezenta inventie se referd la un procedeu de tratare a
DMD, prin administrarea unui subiect, care are nevoie de aceasta, a unui compus cu formula
(D) sau (TA) conform prezentei inventii, in combinatie cu o oligonucleotida antisens (OA) care
este specifica pentru o secventd de matisare a unuia sau mai multi exoni ai genei DMD, de
exemplu exonul 23, 45, 44, 50, 51, 52 si/sau 53 al genei DMD. OA preferate includ, dar nu
se limiteaza la OA care au ca tintd exonul DMD 23, 50 si/sau 51 al genei DMD, cum ar fi OA
2'-O-metil (2' OMe) fosforotioat sau fosforodiamidat morfolino (PMO). Exemple de astfel
de OA includ, dar nu se limiteaza la Pro051/GSK2402968, AVI4658/Eteplirsen, si PMO E23
morfolino (5'-GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT-3").

Termenul "cantitate eficientd", "cantitate suficientd" sau "cantitate eficienta terapeutic" de
un agent, asa cum este utilizat in prezenta in mod alternativ, este acea cantitate suficientd
pentru efectuarea rezultatelor benefice sau dorite, inclusiv rezultatele clinice si, ca atare, o
"cantitate eficienta" sau variantele ei depind de contextul in care aceasta se aplicd. Reactia
este profilacticd In unele variante de executare, in altele terapeutica, iar in altele o combinatie

a" include, de asemenea, cantitatea de un compus al

a acestora. Termenul "cantitate eficienta
inventiei, care este "eficientd terapeutic" si care evitd sau atenueazd substantial efectele
secundare nedorite.

Asa cum se utilizeaza in prezenta si precum este bine inteles in domeniu, "tratament” este
o abordare pentru obtinerea rezultatelor benefice sau dorite, inclusiv a rezultatelor clinice.
Rezultatele clinice benefice sau dorite pot include, dar nu se limiteazd la atenuarea sau
ameliorarea unuia sau mai multor simptome sau stdri, diminuarea extinderii bolii, starea
stabilizatd (adicd, neinrdutdfirea) a bolii, prevenirea raspandirii bolii, intdrzierea sau
incetinirea progresiei bolii, ameliorarea sau alinarea starii bolii §i remisiunea (fie partiald sau
totald), detectabild sau nedetectabild. "Tratament" poate insemna, de asemenea, prelungirea
supravietuirii comparativ cu supravietuirea asteptatd, daca nu se primeste tratament.
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Compozitii farmaceutice

Compusii inventiei sunt preparati sub formd de compozitii farmaceutice pentru
administrarea subiectilor umani 1intr-o formad compatibild biologic adecvatd pentru
administrarea in vivo. Conform unui alt aspect, prezenta inventie propune o compozitie
farmaceuticd care cuprinde compusi ai inventiei In amestec cu un diluant si/sau vehicul
acceptabil farmaceutic. Vehiculul acceptabil farmaceutic este, de preferintd, "acceptabil” in
sensul ca este compatibil cu celelalte ingrediente ale compozitiei si nu este ddunéitor pentru
cel care 1l primeste.

Compusul poate fi administrat de unul singur, dar, de preferinti, este administrat cu unul
sau mai multe vehicule acceptabile farmaceutic. Vehiculul acceptabil farmaceutic utilizat in
prezenta poate fi selectat din diverse materiale organice sau anorganice care sunt utilizate ca
materiale pentru preparate farmaceutice si care sunt introduse ca oricare sau mai multe dintre
substantele de umplere, diluanti, lianti, agenti de dezintegrare, solutii tampon, coloranti,
emulgatori, agenti de Imbundtitire a aromei, gelifianti, agenti de alunecare, conservanti,
agenti de solubilizare, stabilizatori, agenti de suspendare, indulcitori, agenti de tonicitate,
agenti de umectare, emulgatori, agenti de dispersare, agenti de umflare, agenti de Intarziere,
lubrifianti, absorbanti, si agenti de crestere a vascozitatii.

Compusii prezentei inventii sunt administrati unui subiect uman sau animal prin proceduri
cunoscute, inclusiv, fird limitare, prin administare orald, sublinguala, bucald, parenterald
(intravenoasd, intramusculard sau subcutanatd), transdermicd, per- sau transcutanata,
intranazald, intravaginald, rectald, oculara, si respiratorie (prin inhalare). Compusii inventiei
pot fi administrati, de asemenea, unui subiect prin livrarea catre muschii subiectului, inclusiv,
dar nu limitat la, muschii cardiaci sau scheletici ai subiectului. Intr-o varianti de executare,
compusul se administreazd subiectului prin livrarea orientatd cétre celulele musculare
cardiace printr-un cateter introdus in inima subiectului. In alte variante de executare,
compusii pot fi administrati direct in SNC, de exemplu prin injectarea intralombard sau
infuzia intreventriculara a compusilor direct in lichidul cerebrospinal (LCS), sau prin
administrare intraventriculard, intratecald sau interstifiald. Administrarea orald este preferata
in prezent.

Compozitiile farmaceutice conform inventiei pentru administrare orald solidad includ in
special comprimate sau drajeuri, comprimate sublinguale, pliculete, capsule inclusiv capsule
gelatinoase, pulberi, si granule, si cele pentru administrarea orald lichidd, nazald, bucald sau
oculard includ in special emulsii, solutii, suspensii, picaturi, siropuri si aerosoli. Compusii
pot fi administrati, de asemenea, sub forma de suspensie sau solutie prin apa de baut sau cu
hrand. Exemple de purtdtori farmaceutici acceptabili includ, dar nu se limiteaza la, derivati ai
celulozei inclusiv carboximetilceluloza, metilceluloza, hidroxipropilceluloza,
hidroxipropilmetilceluloza, etilcelulozd si celulozd microcristaling; zaharuri cum ar fi
manitol, zaharoza, sau lactoza; glicerind, guma arabicd, stearat de magneziu, stearil fumarat
de sodiu, solutie salind, alginat de sodiu, amidon, talc si apd, printre altele.

Comporzitiile farmaceutice conform inventiei pentru injectii parenterale includ in special
solutii sterile, care pot fi apoase sau neapoase, dispersii, suspensii sau emulsii si, de
asemeneca, pulberi sterili pentru reconstituirea solutiilor sau dispersiilor injectabile.
Compusii inventiei pot fi combinati cu o solutie apoasa sterild, care este izotonicd cu sangele
subiectului. Un astfel de preparat se prepard prin dizolvarea unui ingredient activ solid in apd
care contine substante fiziologic compatibile, cum ar fi clorura de sodiu, glicina si altele, si
avand un pH tamponat compatibil cu conditiile fiziologice, astfel incat sd producd o solutie
apoasd, apoi si facd sterild solutia respectivd. Preparatul este prezentat in recipiente unitare
sau cu doze multiple, cum ar fi fiole sau flacoane sigilate. Preparatul este livrat prin orice
mod de injectare, inclusiv, fard limitare, epifascial, intracapsular, intracranian, intracutanat,
intratecal, intramuscular, intraorbital, intraperitoneal, intraspinal, intrasternal, intravascular,
intravenos, parenchimatos, subcutanat, sau sublingual sau prin intermediul cateterului in
mima subiectului.

Comporzitiile farmaceutice pentru administrare rectala sau vaginald sunt, de preferintd,
supozitoare, si cele pentru administrarea per- sau transcutanatd includ, in special, pulberi,
aerosoli, creme, unguente, geluri i plasturi.

Pentru administrarea transdermicd, compusii inventiei sunt combinati cu potentiatori de
penetrare a pielii, cum ar fi propilenglicol, polietilenglicol, izopropanol, etanol, acid oleic, N-
metilpirolidond si altele, care sporesc permeabilitatea pielii pentru compusii inventiei i
permit compusilor sd penetreze prin piele si In fluxul sanguin. Compozitiille din
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compus/potentiator pot fi, de asemenea, combinate cu o substantid polimericd, cum ar fi
etilceluloza, hidroxipropilceluloza, etilend/vinilacetat, polivinilpirolidona, si alte substante
similare, pentru a furniza compozitia sub formd de gel, care este dizolvat intr-un solvent,
evaporat pand la vascozitatea dorita si apoi aplicat pe un material suport pentru a furniza un
plasture.

Preparatele farmaceutice ale prezentei inventii sunt preparate prin metode bine cunoscute
in domeniul farmaceutic, inclusiv, dar fird a se limita la metode de granulare umeda si
uscatd, sau prin comprimare directd. Selectarea vehiculului se determind prin solubilitatea si
natura chimicd a compusilor, calea de administrare selectati si practica farmaceutica
standard.

Compozitiile farmaceutice sus-mentionate ilustreaza inventia, dar nu o limiteaza in nici
un fel.

In conformitate cu procedeele prezentei inventii, oricare dintre acesti compusi pot fi
administrati subiectului (sau sunt pusi in contact cu celulele subiectului) intr-o cantitate
eficienta pentru a limita sau preveni o scédere a nivelului de calstabin RyR-legat in subiect,
in special in celulele subiectului. Aceastd cantitate este determinatd cu usurintd de un
specialist in domeniu, pe baza procedurilor cunoscute, inclusiv analiza curbelor de titrare
stabilite in vivo si procedeele si testele descrise In prezenta. O cantitate adecvatd de compusi
al inventiei eficientd pentru a limita sau preveni o scddere a nivelului de calstabin RyR-legata
in subiect variaza de la circa 0,01 mg/kg/zi pana la circa 100 mg/kg/zi (de ex., 1, 2, 5, 10, 20,
25, 50 sau 100 mg/kg/zi), si/sau este o cantitate suficientd pentru a atinge concentratiile
plasmatice variind de la circa 300 ng/ml panad la circa 5000 ng/ml. Alternativ, cantitatea de
compusi din inventie variaza de la circa 1 mg/kg/zi pand la circa 50 mg/kg/zi.  Alternativ,
cantitatea de compusi din inventie variazd de la circa 10 mg/kg/zi pana la circa 20 mg/kg/zi.
De asemenea, sunt incluse cantitafi de la circa 0,01 mg/kg/zi sau 0,05 mg/kg/zi panad la circa
5 mg/kg/zi sau circa 10 mg/kg/zi care pot fi administrate.

Procedee de sintezd

Prezenta inventie propune, intr-un alt aspect, procedee pentru prepararea unui compus al
inventiei, si a sarurilor acestuia. Mai concret, prezenta invengie propune procedee de
preparare a compusilor cu Formula (I) sau (IA), de ex. compusul 1, compusul 2, compusul 3,
compusul 4, compusul 5, compusul 6, compusul 7, compusul 8, compusul 9, compusul 10,
compusul 11, si compusul 12, sau sarurilor acestora. In exemple se descriu diverse cdi de
sintezd a compusilor. Calea generalé de sintezd este prezentatd in Schema 1 de mai jos:

X

Haco NH / HSCO /\O
s )

H,CO

Schema 1

In Schema 1, R* este COOR! sau CN; R! este un alchil C;-Cs, si L este o grupare
inlocuibild, care este, cu titlu de exemplificare, un halogen, un sulfonat (OSO-R’ unde R’ este
alchil sau aril, de ex., OMs (mesilat), OTs (tosilat)), si altele. Materialul initial de amind se
supune reactiei cu agentul de alchilare (derivatul de benzil prezentat anterior), de preferinta,
in prezenta unei baze, pentru a se obtine produsul dorit sau un precursor al acestuia (R=R¥).
Daca se doreste, un astfel de precursor poate fi supus ulterior reactiei pentru a transforma
gruparea R* In gruparea R asa cum este exemplificat in sectiunea experimentald de mai jos,
sau prin orice altd metodd cunoscutd de catre un specialist in domeniu. De exemplu, un
precursor al esterului (R* =COOR! unde R! este un alchil C;-Cs), poate fi transformat in
acidul carboxilic corespunzitor (R = COOH) prin hidroliza in conditii acide sau bazice, in
conformitate cu metodele cunoscute. Alternativ, un precursor al nitrilului (R* = CN) poate fi
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transformat intr-un tetrazol (un izoster al acidului carboxilic) prin reactia cu azidd de sodiu in
conditii adecvate, sau Intr-un acid carboxilic (R = COOH) prin hidroliza.

Materialul initial de amina poate fi preparat in conformitate cu metodele descrise in WO
2009/111463 [10] sau WO 2007/024717, sau prin orice altd metodd cunoscutad unui specialist
in domeniu. Continutul tuturor referintelor sus-mentionate sunt incluse prin referintd in
prezenta. Natura bazei nu este extrem de limitativd. Baze preferate includ, dar nu se
limiteaza la hidruri (de ex., hidrurd de sodiu sau de potasiu) si N,N-diizopropiletilamind. Alte
baze adecvate includ, dar nu se limiteazd la o bazd organicad cum ar fi o amina terfiard,
selectatd din grupul ce constd din amine aciclice (de ex., trimetilamind, trietilamind,
dimetilfenilamind diizopropiletilamind si tributilamina), amine ciclice (de ex., N-
metilmorfolind) §i amine aromatice (dimetilanilind, dimetilaminopiriding si piridin).

Reactia poate fi condusd in prezenta sau absenta unui solvent. Natura solventului, atunci
cand este folosit, nu este extrem de limitativa, cu exemple ce includ solventi cum ar fi un
ester (de ex., acetat de etil), un eter (de ex., THF), un solvent clorurat (de ex., diclormetan sau
cloroform), dimetilformamida (DMF ), si alti solventi, cum ar fi acetonitril sau toluen sau
amestecuri ale acestor solventi unul cu altul sau cu apa.

Sérurile compusilor cu formula (I) In care R=COOH pot fi preparate prin reactia
moleculei initiale cu o bazd adecvatd, de ex., NaOH sau KOH pentru a se obtine sarurile de
metale alcaline corespunzatoare, de ex., sdrurile de sodiu sau de potasiu. Alternativ, esterii
(R = COORY) pot fi transformati direct in sdruri prin reactii cu baze adecvate.

Sarurile compusilor cu formula (I) pot fi, de asemenea, preparate prin punerea in reactie a
moleculei initiale cu un acid adecvat, de ex., HC], acid fumaric, sau acid para-toluensulfonic
pentru a se obtine sdrurile corespunzatoare, de ex., hidroclorurd, tosilat sau semi-fumarat.

EXEMPLE
Urmatoarele exemple sunt prezentate in calitate de ilustrare a unor variante de executare
preferentiale conform inventiei.

EXEMPLUL 1: Sintezi

Instrumente:

RMN: Bruker AVANCE III 400 sau Varian Mercury 300

LC/MS: Waters Delta 600 dotat cu Dispozitiv de prelevare automata a probelor 717Plus,
Detector cu sistem de fotodiode 2996, si Detector de masa 3100, sau Shimadzu 210

Procedura generala pentru alchilarea 7-metoxi-2,3,4,5-
tetrahidrobenzo[f][1,4]tiazepina (“Amini”).

H;CO NH
()

Amini

Amina (structura prezentatd mai sus) (1 mmol) a fost dizolvatd In 3 ml de diclormetan. La
solutie s-a addugat reactivul de alchilare (1 mmol), urmat de N,N-diizopropiletilamina (0,34
ml, 2 mmol). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de o noapte. Solutia a fost
incarcatd pe coloand direct si eluatd cu hexan/EtOAc (2:1, v/v).

OO

Compusul 2

Metil 3-((7-metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][ 1,4]tiazepin-4(5H)-il)metil)benzoat: RMN 'H
(300 MHz, CDCls): 7,96 (m, 2H), 7,46 (m, 3H), 6,70 (dd, J =8,4 Hz, 3,0 Hz, 1H), 6,50 (d, J =
2,7 Hz, 1H), 4,09 (s, 2H), 3,90 (s, 3H), 3,72 (s, 3H), 3,57 (s, 2H), 3,35 (m, 2H), 2,72 (m, 2H).
MS: 344(M+1)

COOCH,
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s) COOCH,

Compusul 3

Metil  4-((7-metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][1,4]tiazepin-4(5SH)-il)metil)benzoat: RMN'H
(300 MHz, CDCl»): 7,99 (d, J= 8,4 Hz, 2H), 7,46 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,37 (d, J= 8,7 Hz, 2H),
6,70 (dd, J =8,4 Hz, 3,0 Hz, 1H), 6,50 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,09 (s, 2H), 3,90 (s, 3H), 3,72 (s,
3H), 3,57 (s, 2H), 3,35 (m, 2H), 2,72 (m, 2H). MS: 344(M+1)

H,CO0C

»@@?

Compusul 5

Metil 2-((7-metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][1,4]tiazepin-4(5H)-1l)metil)benzoat: Compusul a
fost transformat in sare de hidroclorurd cu HC1 2M in eter. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds):
10,33(br, 1H), 8,08 (d, J= 7,5Hz, 1H), 7,80-7,65 (m, 3H), 7,51 (d, J=8,1Hz, 1H), 7,14 (s, 1H),
6,99 (dd, J= 8,4, 2,1Hz, 1H), 4,90-4,40 (m, br, 4H), 3,88 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,40 (m, 2H),
3,26 (m, 1H), 3,11 (m, 1H). MS: 344 (M+1)

NC

/O\CQ,N)@

Compusul 7

2-((7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo(f][ 1,4]tiazepin-4(5H)-il)metil)benzonitril: RMN'H (300
MHz, CDC13): 7,67-7,26 (m, 5H), 6,73 (d, J= 2,7 Hz, 1H), 6,74 (dd, J= 2,7,8,4 Hz, 1H), 4,14
(s, 2H), 3,78(s, 3H), 3,70 (s, 2H), 3,36 (m, 2H), 2,76 (m, 2H). MS : 311 (M+1)

CN

/Om/\@
S
Compusul 8

3-((7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][ 1,4]tiazepin-4(5H)-il)metil)benzonitril: RMN'H (300
MHz, CDC13): 7,64-7,42 (m, 5SH), 6,74 (dd, J=2,7,8,4 Hz, 1H), 6,48 (d, J= 2,7 Hz, 1H), 4,08
(s, 2H), 3,75(s, 3H), 3,57 (s, 2H), 3,36 (m, 2H), 2,76 (m, 2H). MS : 311 (M+1)

S
Compusul 9

4-((7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][ 1,4]tiazepin-4(5H)-il)metil)benzonitril: RMN'H (300
MHz, CDC13): 7,64 (d, J= 7,2Hz, 2H), 7,42 (m, 3H), 6,74 (dd, J=2,7,8,4 Hz, 1H), 6,48 (d, J=
2,7 Hz, 1H), 4,08 (s, 2H), 3,75(s, 3H), 3,58 (s, 2H), 3,36 (m, 2H), 2,76 (m, 2H). MS: 311
(M+1)
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Hidroliza esterului (procedura generali)

S-a dizolvat ester metilic (3 mmol) in 30 ml de THF/metanol/NaOH 1 M (1:1:1, v/v).
Amestecul a fost agitat timp de 8 ore si TLC (cromatografia in strat subtire) a aratat disparitia
completd a esterului. S-a addugat 1 ml HCI conc. pentru a ajusta pand la pH acid. Solventul
organic a fost Inldturat si solidul format a fost colectat prin filtrare. Solidul a fost uscat cu aer.

/OCQ,N)/\O

Compusul 4

3-((7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][1,4]tiazepin-4(SH)-1l)metil)acid benzoic: Acesta s-a
obtinut prin extragerea cu EtOAc 1n calitate de solvent. RMN'H (300 MHz, CDCIs): 8,10 (s,
1H), 8,04 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,80 (br, 1H), 7,46 (m, 2H), 6,80 (m, 2H), 4,40 (s, 2H), 3,90 (s,
2H), 3,76 (s, 3H), 3,42 (s, 2H), 2,86 (s, 2H). MS: 330 (M+1), 328 (M-1).

/O\C(S\,N) /\©\C OOH

Compusul 1

4-((7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][1,4]tiazepin-4(SH)-il)metil)acid benzoic: Acesta s-a
obtinut prin extragerea cu EtOAc in calitate de solvent. RMN!'H (300 MHz, CDCL): 8,02 (d,
J= 8,4 Hz, 2H), 7,46 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,42 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 6,70 (dd, J =8,4 Hz, 3,0 Hz,
1H), 6,50 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 4,11 (s, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,62 (s, 2H), 3,35 (m, 2H), 2,76 (m,
2H). MS: 330 (M+1), 328 (M-1).

Compusul 1, sare de sodiu:

Sarea de sodiu a compusului 1 a fost preparatd din molecula initiald utilizénd 1 echivalent
de NaOH in EtOH (p.t. a sdrii: > 290°C).

RMN!H (DMSO-D6, 600MHz), 5 (ppm): 7,77 (2H, m), 7,41 (1H, d), 7,13 (2H, m), 6,75
(1H, dd), 6,63 (1H, d), 4,00 (2H, s), 3,70 (3H, s), 3,49 (2H, s), 3,18 (2H, m), 2,70 (2H, m).

COOH

Compusul 1, sarea de hemifumarat:

S-au introdus 1,6 g de compus 1 (forma neutrd) si 265 mg de acid fumaric intr-un balon
cu fund rotund. Dupd adaugarca a 18 ml de acetond si 2 ml de apa, amestecul de reactic a fost
incalzit 1a reflux. S-a observat o solubilizare partiala (dar nu o limpezire completd) urmata de
precipitare. Amestecul de reactie a fost apoi Incilzit la reflux timp de noapte. Dupa ricire,
solidul rezidual a fost izolat prin filtrare, spélat cu 3 ml de acetond si uscat sub vid (40°C / 10
mbari) timp de 4 ore.

RMN'H (DMSO-D6, 600MHz), 6 (ppm): 12,97 (2H, bs), 7,90 (2H, m), 7,43 (1H, d), 7,40
(2H, m), 6,77 (1H, dd), 6,64 (1H, d), 6,62 (1H, s), 4,03 (2H, s), 3,70(3H, s), 3,58 (2H, s), 3,20
(2H, m), 2,72 (2H, m).

HO.C

Aoy 0

Compusul 6

2-((7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][1,4]tiazepin-4(5SH)-il)metil)acid benzoic: Compusul a
fost transformat in sare de hidroclorurd cu HC1 2M in eter. RMN'H (300 MHz, DMSO-ds):
10,10(br, 1H), 8,08 (d, J= 7,5Hz, 1H), 7,66-7,51 (m, 4H), 7,17 (d, J= 2,1Hz, 1H), 6,99 (dd, J=
8,4, 2,1Hz, 1H), 4,80-4,40 (m, br, 4H), 3,78 (s, 3H), 3,46 (m, 2H), 3,13 (m, 2H). MS:
330(M+1), 328 (M-1).
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Sinteza tetrazolului (proceduri generali)
S-a agitat precursorul nitrilului (3,22 mmol), azida de sodiu (830 mg, 12,9 mmol) si
hidroclorura de trietilamind (1,72 g, 12,9 mmol) in 40 ml DMF anhidru la 100°C timp de 5
zile. DMF a fost inldturat sub vid 1nalt i reziduul a fost amestecat cu apd. Solutia apoasi a
5 fost extrasd cu diclormetan (3 x 100 ml). Compusul pur a fost purificat prin cromatografie pe
coloand (EtOAc/metanol).

Compusul 10
10 4-(2-(1H-Tetrazol-5-il)benzil)-7-metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo[ f][ 1,4 ]tiazepind: RMN'H
(300 MHz, CDCI13 si o picdturd de CD30D): 8,30 (d, J=8,7Hz, 1H), 7,53 (m, 2H). 7,14 (t, J=
7,8Hz, 1H), 7,20 (d, J= 7,5Hz,1H), 6,84 (dd, J= 2,7,8,4 Hz, 1H), 6,69 (d, J= 2,7 Hz, 1H),
4,46 (s, 2H), 3,80(s, 2H), 3,75 (s, 2H), 3,43 (m, 2H), 2,96 (m, 2H). MS: 354(M+1), 352(M-1)

rN
LN
N

H

O

Compusul 11
4-(3-(1H-Tetrazol-5-il)benzil)-7-metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo[ f][ 1,4 ]tiazepind: RMN'H
(300 MHz, CDCI13): 8,16 (s, 1H), 7,90 (d, J=7,5Hz, 1H), 7,40 (d, J= 8,4Hz, 1H),7,20 (m, 2H),
6,74 (dd, J= 2,7,8,4 Hz, 1H), 6,58 (d, J= 2,7 Hz, 1H), 4,18 (s, 2H), 3,75(s, 5SH), 3,36 (m, 2H),
20 2,76 (m, 2H). ). MS: 354(M+1), 352(M-1)

15

Qvas
O
O Y
S H
Compusul 12

4-(4-(1H-Tetrazol-5-il)benzil)-7-metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo[ f][ 1,4 ]tiazepind: RMN'H
25 (300 MHz, CDCI3 si o picatura de CD30D): 7,99 (d, J=7,2Hz, 2H), 7,42 (m, 3H), 6,74 (dd,
J=2,7,8,4 Hz, 1H), 6,53 (d, J= 2,7 Hz, 1H), 4,10 (s, 2H), 3,71(s, 3H), 3,58 (s, 2H), 3,36 (m,

2H), 2,76 (m, 2H). ). MS: 354(M+1), 352(M-1)

30
35

40
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Sinteza 7-metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo[f][1,4]tiazepina (“Amina”).

o) Cl—""NH; HCI o cl o\/@
O “TL T 0
s o ae e
g7 \n/
(o]

H
1.5 eq. K,CO3; 1.0 eq. DIEA
2

THF, reflux, overnight NaHCO3;, water
1 DCM, rt

0.4 eq.PTSA

o)
10 eq.(HCHO), /O\C(WJ\O/\@ 33% HBr in Acetic Acid /O\dNH B
- ) r

S’) S

3 4

5 2-(4-Metoxifeniltio)etanamini (1)
S-au amestecat 4-metoxitiofenol (50 g, 0,357 mol), monoclorhidrat de 2-cloroetilamina
(39,8 g, 0,343 mol.), K:COs (78,8 g, 0,57 mol) si diizopropiletilamind (32 ml, 0,178 mol) in
200 ml de THF. Amestecul a fost degazat timp de 5 min. sub presiune redusa si incilzit la
reflux sub argon timp de o noapte. Solventul a fost inlaturat si s-a adaugat apa (300 ml) in
10 balon. Amestecul a fost extras cu diclormetan (3 x 200 ml). Substantele organice au fost
colectate, diclormetanul a fost Inlaturat si s-a addugat 50 ml de HCI conc., urmat de 200 ml
de apd. Solutia a fost extrasa cu 1: 1 EtOAc/hexan (3 x 200 ml). Stratul apos a fost ajustat
pand la pH 10 cu NaOH 2 M si a fost extras cu diclormetan (3 x 200 ml). Solutia organicd
combinati a fost uscati pe sulfat de sodiu anhidru. In urma inliturarii solventului s-au
15  obtinut 61 g de compus tintad sub forma de lichid incolor, cu un randament de 97%.
RMN-'H (300 MHz, CDCls): 7,35(d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,81 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 3,77 (s,
3H), 2,88-2,80 (m, 4H), 1,44 (s, 2H).

2-(4-metoxifeniltio)etilcarbamat de benzil (2)
20
Procedeul intai
Intr-un balon care contine compusul 1 (8,0 g, 43,7 mmol), bicarbonat de sodiu (12,1 g,
144 mmol), apd (100 ml) si diclormetan (200 ml) s-a addugat cloroformiat de benzil (8,2 g,
48,1 mmol, diluat in 100 ml de diclormetan) prin picurare la 0°C. Dupa addugare, amestecul
25 a fost agitat la t.c. timp de 5 ore. Stratul organic a fost colectat si solutia apoasd a fost
extrasd cu 100 ml de diclormetan. Solutia organicd combinatd a fost uscatd pe sulfat de
sodiu. Solventul a fost inlaturat si solidul rezultat a fost triturat cu 200 ml de THF/hexan
(1:10). Solidul a fost colectat si uscat 1asand produsul tinta (12,9 g) cu un randament de 93%.

30 Procedeu alternativ
La solutia de compus 1 (10 g, 54,6 mmol) si trietilamind (15 ml, 106 mmol) in 200 ml de
diclormetan s-a adaugat cloroformiat de benzil (7,24 mL, 51,5 mmol, diluat in 100 ml de
diclormetan) prin picurare la 0°C. Dupd addugare, solutia a fost agitat la t.c. timp de o ord.
Solidul a fost inldturat prin filtrare. Solutia a fost extrasd cu 100 ml de HC1 0,1 M si 100 ml
35 de carbonat de sodiu sat., si s-a uscat pe sulfat de sodiu anhidru. Dupd inlaturarea solventului
s-a obtinut un solid de culoare alba, care a fost agitat in 200 ml de THF/hexan (1:20) timp de
trei ore. Solidul a fost colectat prin filtrare pentru a oferi 14,2 g de compus-{intd cu un
randament de 87%.
RMN-'H (300 MHz, CDCl5): 7,35(m, 7H), 6,83 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 5,07 (m, 3H), 3,77 (s,
40  3H), 3,10 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 2,92 (t, J= 6.3 Hz, 2H).

7-Metoxi-2,3-dihidrobenzo[f][1,4]tiazepini-4(SH)-carboxilat de benzil (3)
Un amestec de compus 2 (7,3 g, 23 mmol), paraformaldehida (6,9 g 0,23 mol) si acid p-
toluensulfonic (1,45 g, 7,6 mmol) in 250 ml de toluen a fost agitat la 70°C timp de o noapte.
45 Dupa racire la t.c., solidul a fost filtrat. Solutia a fost extrasa cu carbonat de sodiu sat. (100
ml), iar stratul organic a fost uscat pe sulfat de sodiu anhidru. Produsul tinta (7,4 g) a fost
obtinut sub forma de lichid dupé inlaturarea solventului cu un randament de 97%.
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RMN-'H (300 MHz, CDCl;): 7,44 (d, J= 8,1 Hz, 0,77H), 7,32 (m, 5,60H), 7,07 (d, J= 2,7
Hz, 0,33H), 6,68 (m, 1,30H), 5,04 (s, 2H), 4,59 (ss, 2H), 3,96 (br, 1,80), 3,80 (ss, 1,23 H),
3,55 (s, 1,97H), 2,76 (m, 2H).

7-Metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo[f][1,4]tiazepind hidrobromuri (Amini) (4 sare de
HBr)

Procedeul intai

S-a addugat o solutic de HBr (33% in acid acetic, 10 ml) la compusul 3 (4,2 g, 12,8
mmol). Dupd addugare, dioxidul de carbon a inceput sd se dezvolte si s-a format un solid de
culoare albd. Amestecul s-a ldsat sa stea la t.c. timp de incd 2 ore. S-a adaugat eter dietilic
(150 ml) la amestec, si s-a agitat timp de 30 min. Solidul a fost colectat prin filtrare si spélat
cu eter dietilic.  Solidul a fost uscat sub vid pentru a oferi 3,40 g de compus tintd cu
randament de 91,8%.

RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds): 9,02 (br, 2H), 7,52 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 7,27 (d, J= 3,3
Hz, 1H), 6,92 (dd, J= 8,4, 2,7 Hz, 1H), 4,41 (s, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,53 (m, 2H), 2,96 (m, 2H).

Metoda alternativa (baza libera 4a)

Compusul 3 (10 g, 30 mmol) a fost amestecat cu 50 ml de HCI conc., 50 ml de apa si 30
ml de dioxan. Amestecul a fost agitat la 100°C timp de o noapte. Dupa ricire pana la
temperatura camerei, majoritatea solventului si HCI a fost eliminat sub presiune redusd. S-a
addugat apa (100 ml) la solutie si solidul a fost filtrat. Solutia apoasd a fost extrasd cu
EtOAc/hexan (1:1, 3 x100 ml) si a fost bazificatd prin adaugarea a 15 g de NaOH.
Amestecul a fost extras cu diclormetan (3 x 150 ml). Solutia combinatd a fost uscatd pe
sulfat de sodiu anhidru. In urma inliturdrii solventului s-a obtinut un lichid care s-a
solidificat dupa ce s-a aflat la t.c. oferind 6,2 g de compus {inta.

RMN-'H (300 MHz, CDCls): 7,42 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 6,78 (d, J= 2,7 Hz, H), 6,68 (dd, J=
2,7, 8,1 Hz, 1H), 4,08 (s, 2H), 3,96 (br, 1,80), 3,76 (s, 3 H), 3,38 (m, 2H), 2,68 (m, 2H).

EXEMPLUL 2: Legarea calstabin2 de RyR2 fosforilat de PKA

Membranele RS cardiace au fost preparate asa cum s-a descris anterior (Marx et al., 2000;
Kaftan et al., Circ. Res., 1996, 78:990-97). Immunoblotting-ul microzomilor (50 ng) a fost
realizat asa cum s-a descris, cu anticorp anti-calstabin (1:1000) (Jayaraman et al., J. Biol.
Chem., 1992, 267:9474-77) timp de o ord la temperatura camerei (Reiken et al., Circulation,
107:2459-66, 2003). Dupd incubare cu IgG anti-iepure HRP-marcatd (dilutie 1:5000;
Transduction Laboratories, Lexington, KY.), analizele blot au fost elaborate cu ajutorul ECL
(Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ.) si detectate pe peliculd de raze X, sau expuse
anticorpilor secundari marcati cu colorant infrarosu si vizualizate pe echipamente de la Li-
Cor Biosciences (modelul Odyssey). Daca nu se specificd altfel, compusii au fost testati la o
concentratie de 100 nM. Mai jos este prezentat un test de legare a unei proteine calstabin2
reprezentative.

A. Fosforilarea PKA a reticulului sarcoplasmic cardiac (RSC)

Amestecul de reactie a fost creat Intr-un microtub de 1,5 ml. 200ug de RS cardiac au fost
addugate la un amestec de reactie de solutie tampon de kinaza, PKA si ATP pand la un volum
final de 100 pul (Amestecul de reactie de mai jos). S-a addugat ATP la sfarsit pentru a initia
reactia.

Amestecul de reactie:

20ul = Proba (RS cardiac, 2 sau 10 ug/ul)

10ul = 10x solutie tampon de kinaza (80 mM MgCl,, 100 mM EGTA, 500 mM
Tris/PIPES), pH=7,0

20ul = PKA (2unitati/ul) (Sigma # P2645)

10ul = 10x ATP (1.0 mM) (Sigma A 9187)

40ul = H,O distilat

1.  Tuburile au fost incubate la 30°C timp de 30 de minute.

2.  Amestecul de reactie a fost apoi transferat in tuburi din sticld cu peretii grosi de 0,5
ml.

3.  Tuburile din sticla cu amestecul de reactie au fost centrifugate timp de 10 minute la
50,000xg in Centrifuga Sorvall RCMI120EX utilizand rotor S120AT3. Centrifugarea la
50,000 x g timp de 10 min este suficientd pentru izolarea microzomilor.
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4. Peletul rezultat a fost spdlat de 4 ori cu solutie tampon de legare (10mM Imidazol

300mM zaharoza, pH =7.4). De fiecare datd s-a addugat 100ul de 1x solutie tampon de
legare in tub pentru a spala peletul. Peletul a fost resuspendat prin spilare In sus si in jos
utilizand varful pipetei. Dupd ultima rotire 50ul de solutie tampon de legare s-au addugat si
peletii din toate tuburile au fost uniti. Reactia a fost mentinuté la —20°C.

5.  Fosforilarea a fost confirmaté prin separarea a circa 10 ng de RSC prin electroforeza
in gel de poliacrilamid (PAGE) de 6% si analiza imunoblotelor atat pentru RyR total (5029
Ab, dilutie 1:3000 sau Monoclonal Ab de¢ la Affinity Bioreagents, Cat # MA3-916, dilutie
1:2000) si RyR2 fosforilat de PKA (P2809 Ab, dilutie 1:10000).

6. Partile alicote pot fi pastrate la -80°C.

B. Test de relegare a proteinei calstabin

1. RSC fosforilat de PKA (circa 20ug) a fost incubat cu 250nM Calstabin 2 in 100ul
de solutie tampon de legare (asa cum s-a descris mai sus) cu sau fard compusi.

2, Reactia a fost initiatd Intr-un tub din sticld cu peretii gros (Hitachi Centrifuge ware,
Catalog # B4105).

3. S-a addugat Calstabin2 ca ultim reactiv in amestecul de reactie. Reactia a fost
realizata la temperatura camerei timp de 30 minute.

4. Dupa reactie, tuburile au fost centrifugate timp de 10 min la 100.000 g. (Sorvall
RCMI120EX centrifuge with S120AT3 rotor).

5. Peletul rezultat a fost spéalat de 4 ori in 1x solutie tampon de legare la 4 °C. Dupd
fiecare spalare tuburile au fost centrifugate la 50.000 g timp de 10 minute la 4 °C.

6. Dupa spilarea finald, supernatantul a fost Inldturat.

7. S-a addugat 20ul de solutie tampon de probd (2x) [6x solufie tampon de proba
descrisd mai jos] si peletul a fost resuspendat cu varful si/sau printr-o agitare scurtd.
Suspensia a fost transferatd intr-o eprubetd de 1,5 ml pentru microcentrifuga.

8.  Eprubetele au fost incélzite la 90°C timp de 4min.

9. Proteinele au fost separate cu ajutorul SDS/PAGE 15%.

10. Legarea calstabin2 a fost detectatd cu anticorp primar si anticorp secundar
corespunzator anti-FKBP (Jayaraman et al., J. Biol. Chem. 1992;267:9474-77, 1:2000).

6x Solutie tampon de probd

7,0 ml 4x Tris-HCI/SDS, pH6.8

3,0 ml glicerol (concentratia finald 30%)

1,0 g SDS (concentratia finald 10%)

0,93 g DTT (0,6 M final)

Img bromofenol albastru (concentratia finald 0,001%)
Apa distilatd pana la volum final de 10 ml.

Se pastreaza in parti alicote de 1 ml la —70°C.

Rezultatele:

Figura 1A ilustreazd un imunoblot cu anticorp calstabin2 ce aratd legarea calstabin2 de
RyR2 fosforilat de PKA 1n absenta (-) sau prezenta a 100 nM de compus 1. (+): calstabin ce
se leagd de RyR2 nefosforilat de PKA. S36, o benzotiazepina descrisd in US 7,544,678, este
utilizatd in calitate de martor. Dupd cum s-a ardtat, compusul 1, Intr-o concentratie de 100
nM, a fmpiedicat disocierea calstabin2 de RyR2 fosforilat de PKA si/sau a imbunatatit
(re)legarea calstabin2 de RyR fosforilat de PKA.

Asa cum se aratd in Figura 1B, s-a constatat ¢d urmdtorii compusi reprezentativi, de
asemenea, Impiedicd disocierea calstabin2 de RyR2 fosforilat de PKA, si/sau imbundtatesc
(re)legarea calstabin2 de RyR2 fosforilat de PKA cand au fost testati in testul sus-mentionat
de relegare a calstabin2 la 100 nM: compusul 2, compusul 3 si compusul 4.

EXEMPLUL 3: Legarea calstabinl de RyR1 fosforilat de PKA

Membranele RS din muschii scheletici au fost preparate intr-un mod similar celui din
Exemplul 2, si asa cum s¢ descrie in continuare in publicarea cererii de brevet USA nr.
2004/0224368 [11], continutul cireia este inclus prin referintd aici.  Immunoblotting-ul
microzomilor (50 ug) a fost realizat asa cum s-a descris, cu anticorpul anti-calstabinl
(Zymed) (1: 1,000). Analizele blot au fost elaborate si cuantificate asa cum este descris in
Exemplul 2.
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Figura 1C ilustreazad un imunoblot cu anticorp calstabinl ce aratd legarea calstabinl de
RyR1 fosforilat de PKA in absenta (Neg) sau prezenta concentratiilor indicate de compus 1
sau compus 4. (Pos): legarea calstabin de RyR1 nefosforilat de PKA. S36 este utilizat in
calitate de martor. Asa cum s-a demonstrat, compusul 1 si compusul 4 a impiedicat disocierea
calstabinl de RyR1 fosforilat de PKA si/sau a Tmbunatétit (re)legarea calstabinl de RyRl1
fosforilat de PKA intr-un mod dependent de dozd, cu un CE50 estimat de circa 100nM si,
respectiv, 150 nM.

EXEMPLUL 4: Relegarea calstabinl de RyR1 in soarecii tratati cu izoproterenol

[zoproterenolul, un agonist al receptorului beta-adrenergic, induce insuficienta cardiacd in
soareci prin hiperstimularea receptorului beta-adrenergic. Simultan cu aceasta este activarea
PKA, fosforilarea RyR2 pe RS, si interactiunea redusd a calstabin2 (FKBP12.6) cu RyR2. O
cascadd similard de evenimente are loc in muschii scheletici, unde RyR1 este fosforilat, ceea
ce duce la scaderea legérii calstabinl (FKBP12) de RyRI.

Asa cum s-a descris 1n detaliu In publicatia internationald nr. WO02008/064264, continutul
careia este inclus aici prin referintd, tratamentul cronic cu izoproterenol la un soarece de tip
salbatic ofera o metoda rapida si sigurd pentru inducerea modificérilor In biochimia RyR,
care ar putea fi usor cuantificatd. Aceste modificari includ cresterea fosforilarii RyR si
scdderea concomitenta a legarii calstabin.

Animale si reactivi
Soarecii C57B1/6 au fost mentinufi si examinati conform protocoalelor aprobate.

Agonistul sintetic beta-adrenergic, izoproterenolul (ISO) a fost obtinut de la Sigma (165627)
si preparat sub forma de amestec de 100 mg/ml in apd. Solutia tampon Lysis a fost preparatd
prin addugarea zaharozei (1 mM), ditiotreitolului (320 mM), si 1 tabletd inhibitoare de
proteaza (10X) la o solutie initiald de 10 ml (10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 20 mM NaF, 2
mM Na3VO4).

Prepararea pompei osmotice si implantarea chirurgicald
Soarecilor 1i s-a injectat continuu timp de cinci zile 10 mg/ml de izoproterenol (1 pl/ord)

printr-o pompd osmoticd de perfuzie implantatd subcutanat (Alzet MiniOsmotic pump,
Model 2001, Durect Corporation, Cupertino, CA).

Pentru incércarea medicamentului, pompa osmoticd a fost {inutd vertical si In pompa s-au
injectat 200 pl de solutie de medicament printr-o seringd de 1 ml (atasat la o canuld) care
continea un exces de solutie de medicament (~ 250-300 pl). Solutia de medicament a fost
injectatd lent in jos, In timp ce seringa a fost ridicatd lent, pdnd cind pompa a fost
supraincdrcatd. Revarsarea lichidului substituit peste invelisul pompei a confirmat cd pompa
a fost umplutd corect.

Pompele osmotice incércate au fost implantate subcutanat prin urmaétorii pasi. Soarecele
a fost anesteziat cu 1,5-2% izofluran in O, administrat la 0,6 1/min, iar greutatea sa a fost apoi
masuratd si inregistratd. Soarecele a fost apoi plasat cu pieptul in jos pe polistiren, fata sa in
conul frontal. Blana a fost prinsd la ceafd, fiind Intinsd dupd urechi spre partea de sus a
capului. Zona a fost stearsd usor cu alcool de 70% , si s-a ficut o micd incizie la linia
mediand pe ceafa capului/gatului. Un suport de suturd a fost impregnat cu alcool, introdus in
tdieturd, si deschis pentru a clibera piclea de tesutul de dedesubt. Pentru a aranja pompa,
acest orificiu a fost extins spre picioarele din spate. Pompa incarcatd a fost introdusd in
orificiu, cu partea de evacuare pozitionatd departe de incizie, si a fost ldsata sd intre sub piele
cu tensiune minimda. Incizia a fost inchisd cu suturd de nailon 5.0, fiind necesare aproximativ
5-6 suturi, iar zona a fost stearsd usor cu alcool de 70%. Dupd operatia chirurgicald, soarecii
au fost plasati In custi individuale, pentru a minimiza leziunca si posibila activare a
sistemului nervos simpatic.

Izolarea muschilor scheletici
Tesutul muscular scheletic al soarecelui a fost izolat dupd cum uwrmeazd. Muschii

picioarelor au fost expusi prin tdierea pielii la gleznd si tragerea In sus. Tesutul a fost
mentinut umed cu solutic tampon Tyrode (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,68 mM KCIl,
0,42 mM Na,HPOs, 1,7 mM MgCl,, 11,9 mM NaHCOs, 5 mM glucozd, 1,8 mM CaCl,,
preparatd prin addugarea a 20 mg de CaCl, pand la 100 ml 1X solutie tampon preparata dintr-
o solutie 10X farda CaCly). Urmatorii muschii au fost izolati si congelati in azot lichid.
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Muschiul extensor lung al degetelor (EDL) a fost izolat prin inserarca foarfecelor intre
tendonul lateral si X format de tendoanele EDL si Tibial, tdind in sus spre genunchi; prin
tdierea muschiului fibularis pentru a expune tendonul in forma de evantai al muschiului
gastrocnemian; prin introducerea pensetei sub X si sub muschi pentru a slabi tendonul EDL;
prin taierea tendonului EDL si tragerea in sus a muschiului; si in cele din urma prin eliberarea
EDL.  Muschiul solear a fost izolat prin indepéartarea muschiului fibularis din partea
superioard a muschiului gastrocnemian; expunerea muschiului solear pe partea inferioard a
muschiului gastrocnemian prin tdierea si ridicarea tendonului lui Achile; tdierea muschiul
solear In partea superioard a muschiului dupd genunchi; si in cele din urma tragerea
muschiului solear si taierea lui din muschiul gastrocnemian. Muschiul tibial a fost izolat prin
tdierea tendonului tibial de pe partea frontald a gleznei, tragind tendonul in sus, si taindu-1 de
pe tibie. Muschiul vast (muschiul coapsei) a fost izolat de pe ambele picioare, prin taierea
muschiului chiar deasupra genunchiului i Indepértarea fasciculului muscular. Probele au
fost congelate in azot lichid.

Imunoprecipitarea RyR1 din lizatele tisulare
RyR1 fost imunoprecipitat din probe prin incubarea a 200-500 pg de omogenat cu 2 pl

anticorp anti-RyRl1 (Zymed) in 0,5 ml de solutie tampon RIPA modificatd (50 mM Tris-HCI
(pH 7,4), 0,9% NaC(Cl, 5,0 mM NaF, 1,0 mM Na3VOQy, Triton-X100 0,5%, si inhibitori de
proteazd), la 4°C timp de 1,5 ore. Probele au fost apoi incubate cu maérgele de sefaroza
Proteina A (Amersham Pharmacia Biotech, Piscatawy, NJ) la 4°C timp de 1 ord, dupa care
margelele au fost spélate de trei ori cu RIPA rece ca gheata. Probele au fost incélzite pand la
95°C si fractionate dupd marime prin SDS-PAGE (SDS-PAGE del5% pentru calstabin).
Imunoblotele au fost elaborate folosind un anticorp anti-FKBP (FKBP12/12.6, Jayaraman et
al., J. Biol. Chem. 1992:;267:9474-77) la o dilutie de 1:2,000. Anticorpii au fost diluati in
lapte de 5% sau TBS-T (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,5 M NaCl, Tween® 20 0,05%, Triton X-
100 0,5%).

Rezultatele

Pompele osmotice ce contin izoproterenol cu sau fard compusul de testat au fost
implantate in soareci aga cum este descris mai sus. Soarecii au fost perfuzati osmotic timp de
cinci zile fie doar cu vehiculul (DMSO/PEG), doar izoproterenolul (ISO) (0,5 mg/kg/hr), sau
o combinatie de izoproterenol (0,5 mg/kg/ord) si compusul 1 in concentratiile indicate. In
ziua a 6-a, fiecare soarece a fost sacrificat, si tesutul muscular scheletic a fost izolat si folosit
pentru a analiza legarea calstabin1 in imunoprecipatele RyRI.

Efectul compusului 1 asupra imbunatatirii legarii calstabinl de RyRI in muschii scheletici
izolati din soarecii tratati cu izoproterenol este descris in Figurile 2A (imunoblot) si 2B
(cuantificarea graficd). Dupd cum s-a demonstrat, compusul 1 a sporit nivelurile de
calstabinl legat de RyRl In membranele musculare scheletice pand la un nivel similar celui
observat prin administrarea a 3,6 mM S36, un alt derivat al benzotiazepinei utilizat ca martor
pozitiv (W02008/064264 [12]). Rezultate similare au fost obtinute pentru compusul 4
(datele nu sunt prezentate).

EXEMPLUL 5: Efectul Compusului 1 intr-un model de insuficienti cardiaci post-
ischemici cronica la sobolani

Obiectivul

Obiectivul acestui studiu a fost de a testa capacitatea compusului 1 de a reduce disfunctia
cardiacd si atenua remodelarea ventriculard intr-un model de insuficientd cardiaca indusd de
ischemie-reperfuzie.

Metodologia
Insuficienta cardiaca cronicd a fost indusa la gsobolanii masculi de rasa wistar (224-240 g,

varsta de 10-11 sdptdmani) prin leziunea ischemie-reperfuzie (IR). Pentru protocolul I/R,
artera coronard descendentd anterioard stdngd (DAS) a fost astupatd timp de 1 ora.
Tratamentul medicamentos (5 mg/kg/zi sau 10 mg/kg/zi in apa de baut) a fost initiat peste o
saptdmand dupa reperfuzie si a fost continuat pentru o perioadd de studiu de 3 luni.
Eficacitatea compusului 1 a fost evaluatad prin ecocardiografie peste o lund, doua si trei luni
dupd inceperea tratamentului, si prin hemodinamicd invaziva peste 3 luni in comparatie cu
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animalele tratate cu vehicul si fals operate. Specimene cardiace au fost, de asemenca,
analizate pentru evaluarea hipertrofiei §i continutului de colagen. S-a colectat sange de la
fiecare sobolan in ziua finald a studiului pentru evaluarea concentratiilor plasmatice ale
medicamentelor asa cum este ardtat in Figura 3. Schema studiului este ilustratd in Figura 3.
Experimentele au fost realizate intr-o maniera oarba.

Metode statistice

Pe parametrii masurati in timp, compararea animalelor operate fals fatd de cele tratate cu
vehicul §i compararea tratamentelor medicamentoase sunt analizate prin 2 cdi ANOVA cu
masurdri repetate. Pe parametrii masurati la sacrificare §i morfometrie, comparatiile
animalelor operate fals fata de cele tratate cu vehicul sunt analizate prin testul t si
comparatiile tratamentelor medicamentoase prin ANOVA pe o singurd cale urmati de testul
Dunnett.

Rezultatele

Animalele I/R tratate cu vehicul, comparativ cu animalele operate fals, au demonstrat
volume sistolice finale (VSF VS) si volume diastolice finale (VDF VS) crescute ale
ventriculului sting (VS) (Figurile 4 A si B), functie cardiacd micsoratd masuratd prin
reducerea Fractiunii de Ejectic (FE) (Figura 4C) si cresterea continutului de colagen
interstitial (Figura 5D). Compusul 1, administrat in doza de 5 si 10 mg/kg/zi a sporit
semnificativ FE, precum si a redus atdit VSF VS si VDF VS comparativ cu vehiculul, de la
una pand la trei luni (Figurile 4A-C), precum si a redus continutul de colagen interstitial
(Figura 5D).

Studiul hemodinamic invaziv (dupd 3 luni) a ardtat o conservare a dP/dt max VS si dP/dt
min VS la animalele tratate cu compusul 1 in dozd de 5 si 10 mg/kg/zi comparativ cu
vehiculul (Figurile 6B si C), fard nicio modificare statistica semnificativa a tensiunii arteriale
sistolice VS asupra tratamentului (Figura 6A).

Nu au fost observate efecte asupra greutatii corporale (GC), marimii infarctului sau
hipertrofiei (greutatea VS) dupd tratament (Figurile SA-C). Concentratiile plasmatice ale
medicamentelor sunt prezentate in Figura 7.

Rezultatele aratd cd compusul 1, In concentratii de 5 mg/kg/zi, exercitd un efect benefic
asupra functiei cardiace sistolice si diastolice intr-un model de insuficientd cardiacd
postishemica cronicd la sobolani.

Compusul 1 a fost semnificativ gi surprinzdtor mai activ in comparatie cu compusul A, un
derivat al benzotiazepinei cu o structura inruditd descris in WO 2007/024717. Asa cum se
aratd in Figura 8, compusul A, administrat intr-o concentratie de 5 mg/kg/zi timp de 3 luni,
nu a reusit sd mbundtiteascd functia cardiacd sistolicd si diastolicd in comparatic cu
compusul 1 in modelul de sobolani cu insuficientd cardiacd post-ischemicd cronicd la
sfargitul studiului. Astfel, efectele benefice ale compusului 1, dar nu a compusului A, au fost

observate in doza de 5 mg/kg/zi, dupd 3 luni de tratament In modelul de sobolani CHF.
OH

° N/\<

e}

S Compusul A

EXEMPLUL 6: Efectul Compusului 1 asupra functiei musculare intr-un model de
distrofie musculari la soarece (mndx)

Obiectivul
Obiectivul acestui studiu a fost de a testa dacd tratamentul cu compusul 1 imbunititeste
functia musculard Intr-un model de soareci cu deficit de distrofind (mdx).

Metodologia
Soarecii C57BL/10ScSn-DMD™¥/J (abreviat mdx, n=5 per grup), 6 siptdmani si circa 20

de grame 1n momentul initierii studiului, au fost aclimatizati la custile pe roti timp de sase
zile, inainte de selectarea aleatorie in grupuri care primesc tratament fie cu vehicul (HO) sau
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doze tintd de 5 mg/kg/zi, 10 mg/kg/zi, sau 50 mg/kg/zi (doze efective: 7,9 mg/kg/zi; 12,8
mg/kg/zi; si, respectiv, 61,5 mg/kg/zi, determinate de consumul de solutie medicamentoasa
masuratd sdptdmanal Tmpartitd la greutatea corporald) de sare de sodiu a compusului 1
(raportat la greutatea medicamentului de bazd; sarea de sodiu este denumitd, In continuare, in
acest Exemplu ca "compusul 1") administratd in apa de baut la discretie timp de 4 sdptdmani.
Soarecii C57BL/6 de aceeasi varstd (abreviat ca WT, n=4 per grup), au fost selectati aleator
in grupuri care primesc tratament cu vehicul (H,O) sau o doza tintd de 50 mg/kg/zi (doza
efectiva: 67,7 mg/kg/zi) de sare de sodiu a compusului 1.

Activitatea voluntard pe roatd, greutatea corporald si consumul mediu de apd au fost
masurate In primele 3 sdptdmani. Forta musculard specifica a fost masurata dupd 4 saptimani
de tratament, la sfarsitul studiului.

Distanta parcursad (km/zi) pe o perioadd de 24 de ore a fost analizatd ca un indice al
activitatii functionale imbundtatite (a se vedea DMD M.2.1.002 SOP la http://www.treat-
nmd.eu/). La sfarsitul studiului, muschiul extensor lung al degetelor (EDL) a fost izolat
pentru analiza fortei musculare conform descrierii de mai jos. Sangele a fost colectat de la
fiecare goarece prin sangerari retro-orbitale la sfarsitul studiului (dupa terminarea ciclului de
intuneric - aproximativ ora 7) pentru evaluarea concentratiilor plasmatice ale
medicamentelor. Experimentele au fost "oarbe".

Masurarile fortei

La sfargitul studiului, muschiul EDL a fost disecat de la membrele posterioare pentru
analiza fortei izometrice utilizind Sistemul de testare musculard 407A de la Aurora Scientific
(Aurora, Ontario, Canada). O suturd 6-0 a fost legatd de fiecare tendon si intregul muschi
EDL, tendon la tendon, a fost transferat intr-o baie Ragnoti de solutie barbotatd Tyrode
0,/CO» (95%/5%) (in mM: NaCl 121, KCl 5.0, CaCl, 1.8, MgCl,, NaH,PO., NaHCO; 24, si
glucozd 5.5). Cu ajutorul suturilor, un tendon a fost legat vertical de un carlig din otel
inoxidabil conectat la un traductor de forta. Celélalt tendon suturat a fost prins intr-un brat
mobil pe sistemul Aurora. Muschiul EDL a fost stimulat si se contracteze cu ajutorul unui
camp electric intre doi electrozi de platind. La iInceputul fiecarui experiment, lungimea
muschiului a fost ajustatd pentru a se obtine forta maxima. Raporturile fortd-frecventd au fost
determinate prin contractia de declansare utilizdnd frecvente de stimulare treptate (5-250 Hz
pentru 200 ms la tensiunea supra-prag). Intre stimulari muschiul a fost lisat si se relaxeze ~
3 min. La sfarsitul masurdrii fortei, lungimea (L,) muschiului EDL, in timp ce era suturat in
sistemul Aurora, a fost méasuratd cu exceptia tendoaneclor. Muschiul EDL a fost apoi
indepartat din sistem §i cantérit dupd tdierca tendoanelor finale i suturilor. Muschiul EDL a
fost apoi congelat in azot lichid. Sectiunea transversald (mm?) a muschiului EDL a fost
calculatd prin mpdértirea greutatii muschiului EDL la lungimea muschiului EDL si constanta
densititii musculare a mamiferelor de 1,056 mg/m® (Yamada, T., et al. Arthritis and
rheumatism 60:3280-3289). Pentru a determina forta specifici EDL (kN/m? ), forta tetanici
absolutd a fost impartitd la sectiunea transversald a musgchiului EDL.

Metode statistice

Pentru a determina semnificatia statisticd, s-a utilizat testul-t Student pentru compararea a
doua grupe. Toate datele acumulate au fost exprimate ca medie +/- ESM (eroarea standard a
mediei).

Rezultatele

S-a testat capacitatea compusului | de a Tmbunatati efortul fizic voluntar la soarecii mdx.
Dupa aclimatizarea soarecilor la cusca pe roti voluntard, activitatea soarecilor pe rotile
voluntare a fost monitorizata de un computer 24/7. Datele colectate au fost transcrise la
distanta parcursd pe zi timp de 3 sdptamani. Soarecii mdx tratati cu 10 si 50 mg/kg/zi (doza
tintd) de compus | au parcurs distante semnificativ mai lungi pe roatd comparativ cu soarecii
mdx tratati doar cu vehicul (H,O) (P <0,001 din ziva 1 pana in ziua 19). Efectul tratamentului
s-a observat Incd din primele 2-3 zile de la initierea tratamentului, §i a continuat de-a lungul
perioadei de monitorizare a activitdtii. Nu s-a observat nici un efect al compusului 1 pe
distanta de parcurs la soarecii WT tratati cu 50 mg/kg/zi de compus 1 (Figura 9). In plus, asa
cum s-a determinat prin masurdrile de fortd in vitro in muschiul EDL (Figura 10), tratamentul
cu compusul 1 a sporit forta specificd in muschiul mdx in functie de doza. La frecvente de
stimulare de 150 Hz si mai mult soarecii mdx tratati cu 50 mg/kg/zi au demonstrat o sporire
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semnificativd statistic a fortei musculare specifice (P <0,05). Nu s-a observat nici un efect al
tratamentului cu compusul 1 asupra fortei musculare specifice la soarecii WT.

Dupd cum se prezintd in Figura 11, tratamentul cu compusul 1 nu a afectat greutatea
corporald. Nu au fost observate efecte dependente de dozd asupra consumului de apa.
Expunerea sangvinid dimineata a compusului 1 a fost de (£ ESM medie) 3,3 £ 0,4 pu pentru
soarecii mdx cdrora i s-a administrat o doza de 5 mg/kg/zi, 10,7 + 0,9 pu pentru soarecii
mdx cérora li s-a administrat o dozad de 10 mg/kg/zi, 52,8 + 1,7 uu pentru soarecii mdx carora
li s-a administrat o dozd de 50 mg/kg/zi, si 72,8 + 7,0 uu pentru soarecii WT cérora li s-a
administrat o doza de 50 mg/kg/zi. Luate impreund, rezultatele aratd cd, In comparatie cu
martorii tratati cu vehicul, tratamentul cu compusul 1 in dozd de 10 mg/kg/zi si 50 mg/kg/zi
(doza tintd) a Tmbunatatit efortul fizic voluntar pe roatd dupa 3 saptamani si forta musculara
specifica dupd 4 saptamani la soarecii mdx, un model murin de distrofie musculard Duchenne
(DMD), demonstrand astfel utilitatea compusului 1 si analogilor acestuia precum s-a
revendicat in prezenta, in tratamentul distrofiei musculare.

EXEMPLUL 7: Stabilitatea metabolica

Stabilitatea metabolicd a compusului 1, un Rycal™ reprezentativ conform prezentei
inventii, a fost comparatd cu cea a compusului B si compusului C, un derivat cu o structurd
inruditd a benzotiazepinei descris in WO 2007/024717.

A. Stabilitatea metabolica in microzomi hepatici umani

Metode:

Solubilizarea compusilor: Solutiile initiale (stoc) au fost preparate in DMSO, si solutiile
de lucru in apa contindnd 1 mg/ml BSA.

Prezicerea biodisponibilitdtii metabolice: Prezicerile biodisponibilititii metabolice
(MF%) au fost bazate pe masurdrile stabilitdfii metabolice in vitro cu microzomi hepatici,
presupunind absorbtia totald. Pe scurt, medicamente nemodificate au fost cuantificate prin
[.C-MS-MS dupd incubarea (107M) cu microzomi de sobolani si umani hepatici (0,33 mg
proteind/ml) dupd 0, 5, 15, 30 si 60 de minute de incubare in prezenta a NADPH (1mM).
Reactia enzimaticd a fost opritd cu metanol (v/v) si proteinele au fost precipitate prin
centrifugare. Clearance-urile intrinseci in vitro (Clint mic) exprimate ca ml/min/g proteina
au fost panta (dupa liniarizarea LN) concentratiei ramase a medicamentului nemodificat fatd
de timpul de incubare. Clint in vitro au fost apoi extinse pana la intregul corp in vivo
(vivoClint) utilizand 0,045 mg prot/’kg de ficat si greutatea ficatului de 11 g pentru sobolan si
1,2 kg pentru om. Clint in vivo au fost apoi transformate in clearance-uri hepatice (HepCl),
utilizand modelul bine agitat (HepCl=vivoClint*FSH/ (vivoClint + FSH) in care FSH (fluxul
sanguin hepatic) au fost preluate ca 22 ml/min pentru sobolan si 1500 ml/min pentru om.
MF% au fost apoi deduse din raportul de extractic cu urmditoarea ecuatie (MF%=l-
HepCl/FSH). Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1:

Tabelul 1: Stabilitatea in microzomii umani

Compusul

Structura

Microzomi de sobolani Microzomi umani
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a. Clint_mic: clearance intrisec in vitro In ml/min/gproteina
b. MF%: biodisponibilitatea metabolicd in %

B. Stabilitatea metabolica in hepatocite de sobolan si hepatice umane

Solubilizareca compusilor: Solutiile initiale au fost preparate in DMSO, si solutiile de
lucru in mediul William contindnd 1/10 plasma de sobolani sau 1/4 plasma umana.

Determinarea stabilititii metabolice: Compusii au fost incubati la 10”7 M cu hepatocitele
izolate (6E+5 celule/ml pentru hepatocite de sobolan si 4E+5 celule/ml pentru hepatocite
umane) la 37°C in plasma de la aceleasi specii diluate In mediul Wiliams (1/10 dilutie pentru
sobolani si ¥ dilutie pentru oameni). Probele au fost prelevate 1a 0, 10, 20, 30, 60 si 120 de
minute §i reactia enzimaticd s-a oprit cu metanol (v/v). Proteinele au fost precipitate prin
centrifugare si supernatantul a fost analizat prin LC/MS/MS. Clint exprimat ca ml/min/g
proteind au fost calculate ca pentru microzomi hepatici folosind un raport de 0,134 mg
proteind/ml pentru 4E+5 celule/ml pentru oameni si 0,201 mg proteind/ml pentru 6E+5
celule/ml pentru sobolani. Prezenta medicamentului de referintd si metabolitului potential a
fost verificatd prin LC/MS/MS in timpul testului in fiecare proba. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 2:

Tabelul 2: Stabilitatea in hepatocite umane si de sobolan

Compusul Hepatocite de sobolan Hepatocite umane

Clint ME Clint MF  uman

(ml/min/gprot) ;(:bolan Celule Q /ml (ml/min/gprot)

R

©

Celule Q /ml

1334 3 6.00E+05 693 3 4.00E+05

[

5 90 6.00E+05 0 100 4.00E+05

2610 2 6.00E+05 100 16 4.00E+05

25

30

35

40

a. Clint_mic: clearance intrisec in vitro in ml/min/gproteina
b. MF%: biodisponibilitatea metabolicd in %
c. Q: cantitatea celulelor per ml

C. Stabilitatea metabolica in microzomi de soarece si de sobolan

Materiale si procedee

Solutie tampon de diluare: 0,1M solutic tampon Tris HCI1 la pH 7.4 continand 5 mM
EDTA.

Solutie cofactor NADPH: Intr-o eprubetd falcon de 50 ml care contine 2,79 ml solutie
tampon de diluare s-au addugat 0,429 ml de sol. de regenerare NADPH A si 0,079 ml de sol.
de regenerare NADPH B

Prepararea microzomilor: (solutie 1,5 mg/ml) O eprubetd falcon de 50 ml continand
3,32 ml de solutie tampon de diluare a fost preincélzita la 37 °C timp de 15 min. (cel putin 10
min.) 0,178 ml de microzomi (24,6 mg/ml) s-a addugat la solutia tampon de diluare
preincdlzitd. Concentratia proteica a acestui preparat de microzomi a fost de 1,25 mg/ml.

Proba (Compusul de testare) - Solutii de bazi initiale si intermediare: S-a preparat o
solutie de 1 mg/ml (0,5 mg/ml s-a utilizat pentru compusul 1) de compusul de testare in
metanol. S-a preparat 100 puu de solutie intermediard de compus de testare din solutia de
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bazd initiald utilizdnd solutia tampon de diluare. O solutic de 5 uu a fost preparatd prin
diluarea a 100 pp de solutie intermediara utilizand solutia tampon de diluare.

Experiment:

(Experimentele au fost conduse in eprubete eppendorf pentru microcentrifuga de 1,5 ml).

0 minute incubare. Procedura:

a. Seadaugd 100 pl de microzomi preincalziti

b.  Seadaugi 50 pl de solutie 5 um de compus de testare.

c.  Seadaugd 500 pl de solutie rece pentru stopare (metanol rece ca gheata)

d.  Seadaugd 100 pl de solutie cofactor de NADPH in eprubeta eppendorf.

a.  Se¢ amestecd intensiv eprubeta eppendort.
t” minute incubare

b.  Seadaugi 100 ul de solutie cofactor de NADPH in eprubeta eppendorf.

c.  Seadaugd 50 pl de solutie 5 pm de compus de testare.

d. Seadaugd 100 pl de microzomi preincalziti

e. Se incubeazd eprubeta eppendorf la 37°C 300 rpm timp de ‘" min. pe un
termomixer.

f.  Seinladturd eprubeta eppendorf din termomixer.

g.  Seadaugd 500 pl de solutie rece pentru stopare (metanol rece ca gheata)

h.  Se amesteca intensiv eprubeta eppendorf.

.

Probele incubate la "0" si "t" minute au fost centrifugate la 15,000 rcf la 4°C timp de 15
min. 500 pl de solutie de supernatant s-a inliturat si supus analizei LC/MS (MIS -
Monitorizarea lonilor Selectati)

Rezultatele sunt exprimate ca % compusului de testare rezidual = (MS Zona de raspuns a
probei ‘t” min/ MS Zona de raspuns a probei "0" min) * 100. Zona MS utilizatd este o medie
de injectii in duplicat.

Intervalele de timp = 0, 15, 30 s1 60 min. pentru fiecare compus de testare

Martorul pozitiv:

In calitate de martor pozitiv s-a utilizat incubarea a 2 pu Imipramina - 5 min. si 2 pp
Imipramind - 15 min. pentru experimentele de stabilitate a microzomilor in ficatul de sobolan
si de soarece.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3:

Tabelul 3: Stabilitatea in microzomii de soarece si sobolan
Compusul Compusul Compusul
@) B) ©)

Stabilitatea metabolica in
vitro

Microzomii de sobolan (% rezidual)

15min 54% 1% 0%
30min 17% 0% 0%
1h 2% 0% 0%
Microzomii de soarece (% rezidual)

15min 99% 0% 0%
30min 98% 0% 0%
1h 82% 0% 0%

in mod surprinzitor, dupa cum se vede in Tabelele 1-3, compusul 1 a fost semnificativ
mai stabil in microzomii de soarece, de sobolan si cei umani, precum si In hepatocitele de
sobolan si cele umane, comparativ cu analogii structurali compusii B si C dezvéluiti in WO
2007/024717. S-a constatat c¢d ambii compusi sus-mentionati posedd o stabilitate metabolica
in vitro slabd 1n sistemele testate, ceea ce face ca acesti compusi sd fie neadecvati pentru
elaborarea lor in calitate de candidati de medicamente. in mod surprinzitor si neasteptat,
substituirea fragmentelor H sau OH 1n compusii din stadiul tehnicii cu un fragment COOH a
dus la compusul 1, care a demonstrat o stabilitate metabolici inaltd In toate sistemele testate.
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Stabilitatea metabolicd inaltd a Compusului 1 comparativ cu analogii sai structurali a fost cu
adevdrat surprinzatoare si dovedeste beneficiile neasteptate ale acestui compus fatd de
compusii cunoscuti In domeniu.

Toate publicatiile, referintele, brevetele si cererile de brevet citate in prezenta sunt incluse
prin referintd in Intregime, in acecasi masurd ca si cum fiecare cerere individuald, brevet sau
cerere de brevet ar fi fost indicatd in mod specific si individual pentru a fi inclusad prin
referintd in intregime.

Descrierea anterioard a variantelor de executare specifice va dezvélui atat de integral
natura generald a inventiei incat persoanele terte pot, prin aplicarea cunostintelor actuale,
modifica si/sau adapta usor pentru diverse utilizari astfel de variante de executare specifice,
fard experimente necuvenite si fird a se indepérta de la conceptul generic si, prin urmare,
astfel de adaptari si modificari trebuie si sunt destinate de a fi Intelese in sensul si domeniul
de echivalente ale variantelor de executare dezviluite. Se va intelege cd frazeologia sau
terminologia utilizatd in prezenta este cu scopul de ilustrare si nu de limitare. Mijloacele,
materialele si etapele pentru realizarea diverselor functii dezvéluite pot lua o varietate de
forme alternative fard a se Indepérta de la inventie.

Descrierea se publica in redactia solicitantului

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

. W02007024717 A2 2007.03.01

. W02005094457 A2 2005.10.13
. W02006101496 A1 2006.09.28
. W02008060332 A2 2008.05.22
. W02008021432 A2 2008.02.21

. W02012019076 A1 2012.02.09
. W02012019071 A1 2012.02.09
. W02012037105 A1 2012.03.22
. US7544678 B2 2009.06.09

10. WO2009111463 A1 2009.09.11
11. US2004224368 A1 2004.11.11
12. W0O2008064264 A2 2008.05.29

O 00 ~1 Nk LN =

(57) Revendicari:

1. Compus reprezentat prin formula structurala (I):

HsCO N X

—R

G

@
unde R este COOH;
si sarurile sale acceptabile farmaceutic.

2. Compus, conform revendicarii 1, sub formd de o sare cu un acid sau o bazid acceptabild
farmaceutic.

3. Compus, conform revendicirii 2, unde sarea este selectatd din grupul ce constd din sodiu,
potasiu, magneziu, hemifumarat, hidroclorura si hidrobromurd, de preferintd, unde sarea este de
sodiu sau hemifumarat.

4. Compus, conform revendicarii 1, care este selectat din grupul ce consta din:
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~ ° N
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S
OH .
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OH
/O N \o
S N sl
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OH
o
~ ° N
S

(6)

5. Compus, conform revendicarii 1, care este reprezentat prin formula structurald (1):

~

o N

OH

ey
sau sarurile sale acceptabile farmaceutic.

6. Compus, conform revendicdrii 5, sub formd de o sare cu un acid sau o bazd acceptabila
farmaceutic.

7. Compus, conform revendicirii 6, unde sarea este selectatd din grupul ce constd din sodiu,
potasiu, magneziu, hemifumarat, hidroclorura si hidrobromura.

8. Compus, conform revendicdrii 7, unde sarea este sare de sodiu.

9. Compus, conform revendicarii 7, unde sarea este sare de hemifumarat.

10. Compozitie farmaceuticd care cuprinde un compus, conform oricéreia dintre revendicérile
1-9, in combinatie cu unul sau mai mulfi excipienti sau purtdtori acceptabili farmaceutic.

11. Compozitie farmaceutica, conform revendicdrii 10, pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea unei stiri selectate din grupul ce cuprinde tulburdri si boli cardiace, oboseald
musculard, tulburdri si boli musculoscheletice, tulburdri si boli ale SNC, disfunctii cognitive,
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tulburdri si boli neuromusculare, tulburdri si boli osoase, casexic legatd de cancer, hipertermie
maligna, diabet, moarte cardiacd subitd si sindromul mortii subite a sugarului sau pentru
imbunatitirea functiei cognitive.

12. Metoda de tratare sau prevenire a unei stéri selectate din grupul ce cuprinde tulburéri si boli
cardiace, oboseald musculard, tulburari si boli musculoscheletice, tulburdri si boli ale SNC,
disfunctii cognitive, tulburdri si boli neuromusculare, tulburari si boli osoase, casexie legatd de
cancer, hipertermie malignd, diabet, moarte cardiacd subita si sindromul mortii subite a sugarului
sau pentru Imbunatatirea functiei cognitive, metoda cuprinde etapa de administrare unui subiect,
care are nevoie de aceasta, a unei cantitdti eficiente terapeutic de un compus conform oricéreia
dintre revendicarile 1-9 sau de o compozitie farmaceuticd conform revendicarii 10.

13. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea unei stari conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicarii 12, unde starea
este asociatd cu o functie anormald a receptorului rianodinei 1 (RyR1), a receptorului rianodinei de
tip (RyR2), a receptorului rianodinei de tip 3 (RyR3) sau o combinatie a acestora.

14. Compozitie farmaceutica, conform revendicdrii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea unei stdri conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicarii 12, unde
tulburérile i bolile cardiace sunt selectate din grupul ce cuprinde tulburdri si boli ale batailor
neregulate ale inimii, cum sunt tulburdri si boli ale batdilor neregulate selectate din grupul ce
cuprinde aritmie atriald si ventriculard, fibrilatie atriald si ventriculard, tahiaritmie atriald si
ventriculard, tahicardie atriald si ventriculard, tahicardie ventriculard polimorfa catecolaminergica
(TVPC) si variantele acestora induse prin efort fizic; tulburdri si boli ale batailor neregulate ale
inimii induse prin efort fizic; insuficienta cardiacd; insuficientd cardiacd congestivd; insuficientd
cardiacd cronicd; insuficientd cardiacid acutd; insuficientd cardiacd sistolicd; insuficientd cardiaci
diastolicd; insuficientd cardiacd acutd decompensatd; leziune ischemica/de reperfuzie (I/R)
cardiaca; boald pulmonard obstructiva cronicd; leziune I/R ca urmare a angioplastiei coronariene
sau ca urmare a trombolizei pentru tratamentul infarctului miocardic (IM) si hipertensiune
arteriala.

15. Compozitic farmaceuticd, conform revendicarii 10 pentru utilizare in tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicarii 12, unde oboseala muscularad
este cauzatd de o boald, tulburare sau stare a muschilor scheletici.

16. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicdrii 11, sau metodd conform revendicirii 12, unde boala, tulburarca
sau starea musculoscheleticd este selectatd din grupul ce cuprinde oboseala musculard scheletica
indusd de efort fizic; oboseala musculard indusd de ecfort fizic prelungit sau efort fizic de
intensitate 1nalti; miopatia congenitald; distrofia musculard, cum este distrofia musculard
Duchenne (DMD), distrofia musculara Becker (DMB), distrofia musculara la nivelul membrelor-
brau (DMMB), distrofia facio-scapulo-humerala, distrofia musculard miotonicd, distrofia
musculard congenitald (DMC), distrofia musculard distald, distrofia musculard Emery-Dreifuss si
distrofia musculard oculo-faringiand; atrofia musculard spinald (AMS), atrofia musculard spinala
si bulbard (AMSB), oboseala musculard legati de varstd; sarcopenia, boala miezului central;
casexia legatd de cancer; tulburdrile vezicii urinare si incontinenta.

17. Compozitie farmaceuticd conform revendicdrii 10 pentru utilizarea In tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicarii 12, unde tulburarile si bolile
SNC sunt selectate din grupul ce cuprinde boala Alzheimer (BA), neuropatie, convulsii, boala
Parkinson (BP) si boala Huntington (BH); iar tulburdrile si bolile neuromusculare sunt selectate
din grupul ce cuprinde ataxia spinocerebelard (ASC) si scleroza laterald amiotrofica (SLA, boala
Lou Gehrig).

18. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metoda conform revendicérii 12, unde disfunctia cognitiva
este legatd de stres sau de varstd, sau unde functia cognitivad ce trebuic Imbunatititd este memoria
de scurtd duratd, memoria de lungd duratd, atentia sau invatarea, sau unde disfunctia cognitiva este
asociatd cu o boald sau tulburare selectatd din grupul ce cuprinde boala Alzheimer (BA),
tulburarea de hiperactivitate si deficit de atentie (THDA), tulburarea din spectrul autismului
(TSA), tulburarea de anxictate generalizati (TAG), tulburarea obsesiv-compulsivd (TOC), boala
Parkinson (BP), tulburarea de stres posttraumatic (TSPT), schizofrenia, tulburarea bipolard si
depresia majora.

19. Compozitie farmaceutica, conform revendicdrii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicdrii 12, unde starea este cagexia
legata de cancer, preferabil cauzatd de o forma de cancer cu metastaze osoase.
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20. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicdrii 12, unde compusul este
utilizat intr-o doza suficientd pentru a restabili sau Imbunatiti legarea calstabin2 de RyR2.

21. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicdrii 12, unde compusul este
utilizat intr-o doza suficientd pentru a restabili sau Imbunatati legarea calstabinl de RyRI1.

22. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicarii 11, sau metodd conform revendicdrii 12, unde compusul este
utilizat intr-o doz4 suficientd pentru a micsora scurgerea Ca?* printr-un canal RyR.

23. Compus, conform oricareia dintre revendicarile 1-9, sau o sare a acestuia, pentru utilizarea
in tratamentul sau prevenirea unei stiri selectate din grupul ce cuprinde tulburari si boli cardiace,
oboseald musculard, tulburdri si boli musculoscheletice, tulburdri si boli ale SNC, disfunctii
cognitive, tulburdri si boli neuromusculare, tulburari si boli osoase, casexie legatd de cancer,
hipertermie maligna, diabet, moarte cardiaca subitd si sindromul mortii subite a sugarului sau
pentru Imbunétatirea functiei cognitive.

24. Compozitie farmaceutica, conform revendicarii 10 pentru utilizarea in tratamentul sau
prevenirea conform revendicdrii 11, sau metoda conform revendicarii 12, cuprinzand in plus
utilizarea unei oligonucleotide antisens (OA), care este specificd pentru o secventd de matisare
mtr-un ARNm de interes, pentru sporirea ignorarii exonului in ARNm respectiv de interes.

25. Compozitie farmaceuticd, conform revendicarii 24, pentru utilizarea in tratamentul
distrofiei musculare Duchenne (DMD), unde oligonucleotida antisens (OA) este specificd pentru o
secventd de matisare a, cel putin, unui exon al genei DMD, de preferintd o secventd de matisare a
exonului 23, 45, 44, 50, 51, 52 si/sau 53 al genei DMD.

26. Metoda de tratare a unui subiect care suferd de distrofie musculard Duchenne (DMD),
cuprinzand etapa de administrare subiectului respectiv a unui compus conform oricédreia dintre
revendicarile 1-9, sau o compozitiec farmaceuticd conform revendicarii 10, in combinatie cu o
oligonucleotidad antisens (OA) care este specificd pentru o secventd de matisare a, cel putin, unui
exon al genei DMD, de preferinta o secventd de matisare a exonului 23, 45, 44, 50, 51, 52 si/sau
53 al genei DMD.

27. Procedeu de preparare a unui compus conform oricdreia dintre revendicdrile 1-9,
cuprinzand etapa de conducere a reactiei dintre compusul cu formula structurala:

HsCO NH

S

s1 un compus cu formula structurala:

L X
F

unde R? este COOR! sau CN, R! este un alchil C;-Cy si L este o grupd inlocuibild pentru a se
obtine un compus cu formula structurala:

H5CO

Ra

N
Ra

S
si transforméand gruparea R* in gruparea R pentru a se obtine un compus cu formula structurald

).

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA

RAPORT DE DOCUMENTARE

1. Datele de identificare a cererii

(21) Nr. depozit: a2014 0119 (32) Data de prioritate recunoscuta: 2012.04.18;
2012.05.11
(22) Data depozit: 2013.04.17 Raport de documentare internationald: [X] da

(71) Solicitant: LES LABORATOIRES SERVIER, FR; ARMGO PHARMA INC, US

(54) Titlul: Derivati de 1,4-benzotiazepini, procedeu de sinteza a lor, compozitii farmaceutice
care le contin si utilizarea acestora pentru tratarea sau prevenirea afectiunilor care implica
modularea receptorilor de rianodina

II. Clasificarea obiectului inventiei:

(51) Int.Cl: CO7D 281/10 (2006.01) AGIP 25/00 (2006.01)
AGIK 31/554 (2006.01) A61P 19/08 (2006.01)
AGIP 9/00 (2006.01)

III. Colectii si Baze de date de brevete cercetate (denumirea, termeni caracteristici, ecuatii de cautare
reprezentative)

MD - Intern «Documentare Inventii» (inclusiv cereri nepublicate; trunchiere automata

stanga/dreapta):

a) CO7D 281/10 AGIK 31/554 AGIP 9/00 A6IP 19/08 A6IP25/00

b) Termeni caracteristici in limba roménd: 1,4-benzotiazepina, 2,3,4,5-tetrahidro-1.4-
benzotiazepina, 7-metoxi-2.3,4,5-tetrahidro-1.4-benzotiazepina, RyRs, receptorii rianodinei

"Worldwide" (Espacenet):

a) CO7D 281/10 A6IK 31/554 A6IP 9/00 A61P 19/08 A61P25/00
b) Termeni caracteristici in limba englezd: 1,4-benzothiazepine, 2,3,4,5-tetrahydro-1.4-
benzothiazepine, 7-methoxy-2,3,4,5-tetrahydro-1,4-benzothiazepine, RyRs, ryanodine receptors

EA, CIS (Eapatis), FIPS(RU), SU:

a) CO7D 281/10 AG6IK 31/554 AGIP 9/00 AGIP 19/08 A61P25/00

b) Termeni caracteristici in limba rusi: 1,4-OcH3otmazenmn, 2,3,4,5-terparunpo-1,4-
OCH30THA3eTMH , 7-MeTOKCH-2,3,4,5-Terparuapo-1,4-06en3ornazenn, RyRs, peuenTops
pUaHOIMHA

IV. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate

bttps:/fbooks google md/books Tid=tZp ADXBUC 3s{ &po=PATTO& Ine=PATTG&dg=] 4-
benzothirepmetdenivativer Yano+rei+al 42003 s ource=bl&ots=N6SHzav 37T T &eig=2 e Poxa-
XA P2L Y GAulvHsvZ U & himro&sa~X &eedir escmviiveonepase&a=1%24-

benrothiazepine9 20derivative % 20{Yano B 20t 20al % 2C % 2020031 & f=false

httos/fwww ch.orefarticles/view/34006

bttpfediss sub uni-harbure dedvolltexte/2009/41 20/0d Tolavimat Dhssertation pdt

hitp:/fovwe medicinalgenomics comdwp-
coment/uploads/Z013/01 Protection RYRZ Marks Science-2004-Wehrens-292-6.0df




btto/Awerw rroresearchpress.corn/doypd 10 LE39/vRT-077

V. Documente considerate a fi relevante

Categoria®* | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este

Numiirul revendicarii

cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate
A, D W02007024717 A2 2007.03.01 1-11, 13-23, 27
A, D W02005094457 A2 2005.10.13 1-14, 20-27
A, D WO02006101496 A1 2006.09.28 1-14, 20-27
A, D W02008060332 A2 2008.05.22 1-11, 13-23, 27
A, D W02008021432 A2 2008.02.21 1-11, 13-23, 27
A, D W02012019076 Al 2012.02.09 1-16, 23-26
A, D W02012019071 A1 2012.02.09 1-16, 23-26
A, D W02012037105 Al 2012.03.22 1-11, 13-23, 27
A, D US7544678 B2 2009.06.09 1-16, 20-27
A, D WO02009111463 A1 2009.09.11 1-9, 27
A, D US2004224368 Al 2004.11.11 1-16, 20-27
A D,C W02008064264 A2 2008.05.29 1-26
A EP0368063 B1 1992.06.10 1-9, 27
A W09411360 A1 1994.05.26 1-10, 12, 17-18, 23-27
A US5580866 A 1996.12.03 1-10, 12, 17-18, 23, 27
A US2006194767 Al 2006.08.31 1-18, 20-27
A EA200600740 Al 2006.10.27 1-14, 20-22, 27
A US2009292119 A1 2009.11.26 1-9, 27
A WO02008021439 A2 2008.02.21 1-11, 13-23, 27

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior
general

T — document publicat dupa data depozitului sau
a prioritatii invocate, care nu apartine stadiului
pertinent al tehnicii, dar care este citat pentru a
pune in evidenta principiul sau teoria pe care se

bazeazd inventia

X — document de relevanta deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fu consideratd noud sau
implicand activitate inventivd cand
documentul este luat In consideratie de unul
singur

E - document anterior dar publicat la data depozit
national reglementar sau dupa aceasta data

Y — document de relevanta deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fu considerata ca
implicand activitate inventivd cand
documentul este asociat cu unul sau mai
multe documente de aceiasi categorie

D — document mentionat in descrierea cererii de

brevet

O - document referitor la o divulgare orald,
un act de folosire, la o expozitie sau la orice
alte mijloace de divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiata

solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de

brevete

P - document publicat inainte de data de
depozit, dar dupd data prioritatii invocate

L. — document citat cu alte scopuri

Data finalizarii documentérii

2016.10.06

Examinator

STAFI Radu
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