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(54) Utilizarea derivatului de glutaramida pentru tratarea afectiunilor, asociate

cu activitatea aberanta a citokinelor

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd 1a medicind, in special
la un medicament, care contine in calitate de
component activ 1-(2-(1H-imidazol-4-
iDetil)piperidin-2,6-diona:

H
N\/\CZ

(@]
sau o sare sau un solvat farmaceutic acceptabil
al acesteia.
Acest compus, precum si sirurile sale
farmaceutic acceptabile, sunt foarte eficiente in
inhibarea activititii enzimei glutaminilciclaza,

2

care este implicatd, in special, in procesele de
modificare post-translationald a unor citokine.

Prezenta inventie se referd, de
asemenea, la o metodd de prevenire si/sau de
tratare a unei afectiuni sau stiri, asociate cu
activitatea aberantdi a fractalkinei si a
proteinelor chemoatractante monocitare 1-4
(CCL2, CCL7, CCL8, CCL13) in organism, in
care afectiunca sau starea reprezintd psoriazis,
cuprinzind administrarea in  organismul
specificat a unei cantitdti terapeutic eficiente
de compus, conform inventiei.

Revendiciri: 7




(54) Use of a glutarimide derivative to treat diseases related to the aberrant

activity of cytokines

(57) Abstract:
1
The invention relates to medicine, in
particular to a medicament, including as an
active ingredient 1-(2-(1H-imidazol-4-
vl)ethyl)piperidine-2,6-dione:

H
N\/\Cz
O

or a pharmaceutically acceptable salt or solvate
thereof.

The present compound and
pharmaceutically acceptable salts thercof are
highly effective in inhibiting the activity of the

2
glutaminyl cyclase enzyme, which is involved
in particular in processes of post-translational
modification of some cytokines.

The present invention also relates to a
method of preventing and/or treating a disease
or condition associated with the aberrant
activity of fractalkine and monocytic
chemoattractant proteins 1-4 (CCL2, CCL7,
CCLS8, CCL13) in the body, wherein the
disease or condition is psoriasis, including the
introduction into the specified organism of a
therapeutically effective amount of the
compound, according to the invention.

Claims: 7

(54) llpumeHeHHe MPOU3BOAHOIO IIyTAPUMHAA IS JieYeHHus 3a00J1eBaHuUi,
CBSI3AHHBIX ¢ A0ePPAHTHOI AKTHUBHOCTHI0 LIUTOKUHOB

(57) Pedepar:
1
H300peTeHne OTHOCUTCS K MEAHIIMHE, B
YACTHOCTH K IJICKAPCTBEHHOMY CPEICTBY,
COACpKAIEMY B KA4eCTBE  AKTHBHOIO
KOMIIOHECHTA 1-2-(1H-umugazon-4-
WJI1)3TUI)IUNEPUINH-2,6-THOHA

N\/\CZ
o)

WA er0 (papMAaneBTHIECKH IPHEMIIEMYEO COJTb
WA COJIbBAT.

JlaHHOE COCOMHEHHE, a TaKKE €ro
(hapmaneBTHICCKH TIPHEMIICMBbIC com,
00mamaroT  BHICOKOH  3((EeKTHBHOCTEIO B
HHTHOHPOBAHUH AKTHBHOCTHU (epmMeHTA

2

[Ty TAMAHHJTIUKIIA 3B, BOBJICUCHHOIA, B
YACTHOCTH, B MPOLECCHI MOCTTPAHCIHILIHOHHOM
MOAU(DUKANUN HCKOTOPBIX IIUTOKUHOB.

Hacrosmee H300peTCHHUE TaKKe
OTHOCHTCS K CIIOCO0Y MPEAOTBPAICHHUA H/HITH
JCUCHHSA  COCTOAHHA WM 3a001CBaHMA,
CBA3aHHOTO C aOeppaHTHOHl AKTHBHOCTBHIO
(hpaKkTaaKHHA H MOHOIHTAPHBIX
XeMOATTpakTaHTHBIX OcemkoB  1-4  (CCL2,
CCL7, CCLS8, CCL13) B opranu3me, IpH 3T0M
COCTOSIHHEC WM 3a00JCBAHHE NPEACTABICT
Tcopuas, BKJIFOYAROIIMH BBC/ICHHC B
YKAZAHHBIN OpraHu3M TCPATICBTHUCCKA
3(Q(CKTHBHOTO  KOJIHMYCCTBO  COCOMHCHHSA,
COTJIACHO M300PCTCHHIO.

I1. popmymsr: 7
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la medicind, in particular la terapia afectiunilor, asociate cu activitatea
aberantd a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCLS, CCL13),
preponderent, la terapia psoriazisului, precum si a altor boli, prin utilizarea unui compus, care este eficient
in inhibarea enzimei glutaminilciclazei implicate, in special, in procesele de modificare posttranslationald
a citokinelor mentionate.

Citokinele - reprezintd o grupd de proteine si peptide asemdandatoare hormonilor, secretate de
celulele sistemului imunitar si de alte tipuri de celule si sunt implicate in controlul dezvoltarii si
homeostaziei sistemului imunitar, controlul cresterii si diferentierii celulelor sanvuine (sistemul
hematopoiezei) si in reactiile de protectie nespecifice ale organismului. Citokinele sunt de asemenea,
implicate in reglarea cresterii, diferentierii si duratei de viatd a celulelor si in gestionarea apoptozei.

Productia citokinelor de citre celulele mamiferelor este un proces complex si in mai multe etape.
Majoritatea citokinelor (de exemplu, fractalkina si proteinele chemoatractante monocitare) sunt exprimate
sub formd de un precursor inactiv, din care in timpul clivajului peptidei de semnal si modificirii post-
translationale a unor reziduuri aparte de aminoacizi ale proteinei se formeazi o forma activa a citokinei.
Una dintre cele mai importante modificari post-translationale este piroglutaminarea reziduului de citokind
N-terminal. Piroglutaminarea creste semnificativ stabilitatea hormonilor si a chemokinelor, care contin
reziduul N-terminal al glutaminei sau al acidului glutamic.

Piroglutaminarea reziduului N-terminal este catalizati de enzima glutaminilciclaza (QPCT sau QC)
(J. Biol. Chem. 2003 Dec 12, no 278(50), p. 49773-49779; J. Mol. Biol. 2008 Jun 20, no 379(5), p. 966-
80). Glutaminilciclaza are o specificitate largd a substratului si este implicatd in modificarea post-
translationald a unui sir de molecule peptidice. In special, proteinele chemoatractante monocitare sunt
substraturi de glutaminilciclaza bine studiate (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13) (EMBO Mol. Med. 2011
Sep., no 3(9), p. 545-58) si fractalkind (Biosci. Rep. 2017 Aug 23, no 37(4)). in studiile specificitatii
substratului glutaminilciclazei s-a demonstrat cd enzima poate cataliza piroglutaminarea diferitor
substraturi, indiferent de lungimea lantului polipeptidic (FEBS Lett. 2004 Apr 9, no 563(1-3), p. 191-6; J.
Biol. Chem. 2011 Apr 8, no 286(14), p. 12439-12449).

Intrucat piroglutaminarea reziduului N-terminal, mediat de glutaminilciclaza, creste semnificativ
stabilitatea fractalkinei i a proteinelor chemoatractante monocitare, o strategie, directionatd spre
inhibarea glutaminilciclazei, este o posibild abordare pentru modularea activititii aberante a citokinelor
mentionate. Astfel, inhibitorii glutaminilciclazei evident pot fi utilizati pentru a trata un sir de boli si, in
particular, boli ale tractului respirator inferior, cum ar fi pneumonia, bronsita si bronsiolita. Patogenia
acestor boli este asociati cu biosinteza excesiva a citokinelor si, in special, a proteinelor chemoatractante
monocitare CCL2 si CCL7 in sursa [1] si a fractalkinei (Expert Opin. Ther. Targets. 2010 Feb, no 14(2),
p- 207-219), care sunt substraturi ale glutaminilciclazei (Biosci. Rep. 2017 Aug 23, no 37(4), pii:
BSR20170712; EMBO Mol Med. 2011 Sep, no 3(9), p. 545-558). S-a demonstrat ci neutralizarea CCL2
si CCL7 cu folosirea anticorpilor reduce semnificativ fluxul de leucocite, in particular, de neutrofile, in
clile respiratorii inferioare ale animalelor experimentale [1]. Efectul lipopolizaharidelor bacteriene, al
acidului lipoteichoic sau al altor iritan{i asupra membranei mucoase organelor sistemului respirator
conduce la o crestere a secretiei de proteind chemoatractanti monocitard CCL2 de citre celulele
musculaturii netede a bronhiilor (Am. J .Physiol. Lung Cell. Mol .Physiol. 2012 Apr 15,302(8), p. 785-
792) si la o crestere a concentratiei de CCL2 1n lavajul bronhioalveolar (Mol. Immunol. 2011 Jul, no
48(12-13), p. 1468-1476). Cresterea concentratiei de CCL2, la rAndul sdu, determind migrarea celulelor
sistemului imunitar (preponderant a monocitelor, neutrofilelor si bazofilelor) si dezvoltarea unui rdspuns
aberant asociat cu eliberarea unei cantititi mari de chemokine (TNFa, IL-1, IL-6) si a formelor active de
oxigen, care deterioreazd celulele inconjurdtoare ale sistemului respirator, in particular, ale bronhiilor
(Immunobiology. 2016 Feb, no 221(2), p. 82-87; Int. J. Biol. Sci. 2012, no 8(9), p. 1281-1290; Mol.
Immunol. 2013 Nov, no 56(1-2), p. 57-63). Deteriorarea regiunilor inferioare ale cdilor respiratorii
conduce la dezvoltarea si mentinerea activititii crescute a celulelor sistemului imunitar si la distrugerea
ulterioard a tesuturilor sistemului respirator.

Inhibitorii glutaminilciclazei pot fi folositi pentru a trata diferite boli autoimune, in particular,
psoriazisul. Fractalkina este unul dintre mediatorii cheie pro-inflamatori, implicati in dezvoltarea bolilor
autoimune. Interactiunea dintre fractalkind si receptorul sdu unical (CX3CR1) induce adghezia celulara,
chimiotaxia si supravietuirea celulelor (Mol. Interv. 2010 Oct, no 10(5), p. 263-270). In psoriazis sc
observa niveluri inalte de productie a fractalkinei in papilele dermice si in celulele care prezintd antigen
(Br. J. Dermatol. 2001 Jun, no 144(6), p. 1105-1113). Expresia crescutd de fractalkind in papilele dermice
oferd o explicatic a migratiei si a acumuldrii celulelor T in aceste locuri in psoriazis (Br. J. Dermatol.
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2001 Jun, no 144(6), p. 1105-1113). Fractalkina induce, de asemenea, formarea de mediatori inflamatori
de catre macrofage, celulele T si sinoviocitele asemandtoare fibroblastului. Mai mult decat atat,
fractalkina promoveaza angiogeneza osteoclastogenezei.

Astfel, pe baza datelor din literaturd, se poate concluziona cd o strategie, care vizeaza inhibarca
glutaminilciclazei este o posibild abordare a tratamentului psoriazisului.

Insi, pand in prezent nu existi nici un medicament, care si actioneze ca un inhibitor al
glutaminilciclazei, care ar fi folosit in tratamentul bolilor asociate cu activitatea aberantd a fractalkinei si
a proteinelor chemoatractante monocitare, de aceea persistd necesitatea credrii si implementirii in clinici
a unor medicamente noi eficiente bazate pe inhibitori de glutaminilciclaza.

Prezenta inventic se¢ referd la utilizarea unui nou compus chimic, care este un inhibitor al
glutaminilciclazei si este eficient in suprimarea activitdtii aberante a fractalkinei §i a proteinelor
chemoatractante monocitare, pentru tratamentul psoriazisului, precum si al altor afectiuni.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este crearca unui nou medicament, eficient pentru
prevenirea si/sau tratamentul bolilor asociate cu activitatea aberantid a fractalkinei si a proteinelor
chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13), de preferintd, tratamentul psoriazisului,
precum si al altor afectiuni.

Rezultatul tehnic al prezentei inventii este elaborarca §i obtinerea unui inhibitor eficient al
glutaminilciclazei, caracterizat printr-o activitate inhibitoare inalti, care permite utilizarea acestui
inhibitor pentru tratamentul psoriazisului, precum si al altor afectiuni asociate cu activitatea aberantd a
fractalkinei si/sau proteinei chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCLS8, CCL13). Efectul
terapeutic indicat este obtinut prin inhibarea activititii enzimei glutaminilciclaza, ceea ce poate conduce
la suprimarea activititii aberante a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2,
CCL7, CCLS8, CCL13), precum i la o reducere a concentratici de citokine mentionate in zona de
dezvoltare a procesului patologic.

Rezultatul tehnic specificat este obtinut folosind compusul 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-

2,6-diona (Compusul 1)
° H
N
N
%Z

(@]
sau sdrurile sau solvatul acestuia in calitate de compus, care suprima activitatea aberanti a fractalkinei si a
proteinelor chemoatractante monocitare 1-4.

Rezultatul tehnic specificat este obtinut folosind, de asemenea, compusul 1-(2-(1H-imidazol-4-
iletil)piperidin-2,6-diond sau sirurile sau solvatul acestuia pentru obtinerea unui medicament pentru
prevenirea si/sau tratamentul tulburdrii, asociate cu activitatea aberantd a fractalkinei si proteinelor
chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCLS8, CCL13).

Inventia include, de asemenea, o metodd de prevenire si/sau de tratare a unei tulburdri asociate cu
activitatea aberantd a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCLS,
CCL13) in organism, cuprinzind administrarca unei cantititi eficiente de 1-(2-(1H-imidazol-4-
iletil)piperidin-2,6-diona sau de o sare sau solvat farmaceutic acceptabil al acesteia. O astfel de tulburare,
asociatd cu activitatea citokinelor, care sunt substraturi ale enzimei glutaminilciclaza, in unele variante
nelimitative de realizare a inventiei, reprezinti psoriazis. In cazuri particulare de realizare a inventiei,
organismul reprezinti un organism uman sau animal.

Compusul 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond este descris in cererea de brevet de
inventie [2].

In particular, inventia se referd la un medicament pentru prevenirea si/sau tratamentul bolii sau
stdrii, asociate cu activitatea aberanti a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4
(CCL2, CCL7, CCLS8, CCL13), care include in calitate de component activ 1-(2-(1H-imidazol-4-

iDetil)piperidin-2,6-diona:
H
N
N
%Z

o)

sau o sare sau un solvat farmaceutic acceptabil al acesteia.
Boala, pentru tratamentul cireia este directionat acest medicament, este in particular, psoriazisul.
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Acest component activ sau o sare sau un solvat farmaceutic acceptabil al acestuia se contine intr-o
cantitate eficientd pentru a preveni si/sau pentru a trata o boala sau o stare, asociati cu activitatea aberanta
a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13). Cantitatea
de component activ specificat in medicament asigura o doza de acesta de 1a 0,01 pand 1a 0,2 g per pacient
pe z1.

De preferint, cantitatea de component activ mentionat in medicament asigurd o doza de acesta de
la 0,1 pAnd 1a 0,2 g per pacient pe zi.

In continuare, inventia include o metodi de prevenire si/sau de tratare a unei boli sau stiri, asociate
cu activitatea aberantd a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7,
CCLS8, CCL13) in organism, cuprinzind administrarea in organismul specificat a unei cantititi eficiente
de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diona:

O

N%Z

O
sau de o sare sau un solvat farmaceutic acceptabil al acesteia.

Boala, pentru tratamentul cireia este directionatd aceastd metoda, este psoriazisul.

Doza de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond sau de o sare sau solvat farmaceutic
acceptabil, utilizatd In metoda conform prezentei inventii, constituie de la 0,01 pand 1a 0,2 g per pacient in
71.

Preponderent, doza de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond sau de o sare sau solvat
farmaceutic acceptabil, utilizatd in metoda conform prezentei inventii, constituie de la 0,1 pand 1a 0,2 g
per pacient in zi.

In continuare prezenta inventie prevede utilizarea 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-dionei:

N%Z

(@]
sau a unei siri sau solvat farmaceutic acceptabil al acesteia, pentru prepararea unui medicament pentru
prevenirea si/sau tratamentul bolii sau stdrii, asociate cu activitatea aberantd a fractalkinei si a proteinelor
chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7,CCLS8, CCL13).

Totodata boala, pentru profilaxia si/sau tratamentul cireia este directionatd prezenta inventie, este
psoriazisul.

Cantitatea de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond sau de o sare sau solvat farmaceutic
acceptabil in medicamentul mentionat asigurd doza de acesta de la 0,01 pand 1a 0,2 g per pacient in zi.

Preponderent, cantitatea de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond sau de o sare sau solvat
farmaceutic acceptabil in medicamentul mentionat asigurd doza de acesta de la 0,1 pana la 0,2 g per
pacient in zi.

Descrierea detaliatd a inventiei.

Obtinerea compusului 1, care este obiect al prezentei inventii este descrisd in inventia WO
2014/168522.

Studiile compusului 1, care este obiect al prezentei inventii, In modele de diferite boli au permis de
a stabili, ca utilizarea compusului 1 reduce concludent fluxul de celule ale sistemului imunitar mediat de
citokine. Astfel, s-a ardtat cd compusul 1 influenteaz3 activitatea aberantd a diferitor citokine. Reducerea
activititii aberante a citokinelor si a fluxului de celule ale sistemului imunitar poate fi utilizatd in
tratamentul unui sir de afectiuni, In special, a psorizisului. Ciutarea unor posibile tinte terapeutice,
folosind metode de chimie computationald, modelare moleculard si testdri in vitro asupra preparatului
enzimatic au relevat, ci efectul terapeutic observat al compusului 1 se asociazd cu capacitatea acestui
compus de a inhiba activitatea glutaminilciclazei.

Astfel, compusul 1 are o activitate farmacologicd necunoscutd anterior, asociati cu inhibarea
actiunii enzimei glutaminilciclaza si efectul indirect asupra biosintezei si activitdtii fractalkinei si
proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13), ceea ce atestd aplicabilitatea
compusului 1 pentru terapia psoriazisului.

Termeni si definitii
Termenul "activitate aberanti" a unei citokine in acest document Insecamni o activitate, care este
semnificativ diferitd de nivelul de baza al activitatii acestei citokine In organism in absenta patologiei.
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Activitatea aberantd poate fi cauzata de producerea excesiva de citokine, de alterarea proceselor, asociatd
cu degradarea citokinei, precum i de alti factori.

Termenul "compus 1" se referd la compusul 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond,
reprezentat, de asemenea, prin formula de structura:

H
N\/\CZ

(@]

Termenul "sdruri farmaceutic acceptabile" sau "sdruri" include siruri active ale compugilor, care
sunt preparate cu acizi relativ netoxici. Exemplele de saruri netoxice farmaceutic acceptabile reprezintd
sdrurile formate cu acizi anorganici, cum ar fi acizii clorhidric, bromhidric, fosforic, sulfuric si clorhidric
sau acizi organici, cum ar fi acizii acetic, oxalic, maleic, tartric, succinic, citric sau malonic sau obtinute
prin alte metode, utilizate in acest domeniu. Alte sdruri farmaceutic acceptabile includ adipinat, alginat,
ascorbat, aspartat, benzensulfonat, benzoat, bisulfat, borat, butirat, camforat, camforsulfonat, citrat,
ciclopentanpropionat, digluconat, dodecil sulfat, etansulfonat, formiat, fumarat, glucogenptonat,
glicerofosfat, gluconat, hemisulfat, heptanat, hexanat, hidroiodura, 2-hidroxi-etansulfonat, lactobionat,
lactat, laurat, lauril sulfat, malat, maleat, malonat, metansulfonat (mesilat), 2-naftalensulfonat, nicotinat,
nitrat, oleat, oxalat, palmitat, pamoat, pectinat, persulfat, 3-fenilpropionat, fosfat, picrat, pivalat,
propionat, polifumarat, stearat, succinat, sulfat, tartrat, tiocianat, p-toluensulfonat (tosilat), undekanat,
valerat, etc.

Termenul "solvat" este utilizat pentru a descrie un complex molecular, care cuprinde un compus al
inventiei §i una sau mai multe molecule de un solvent farmaceutic acceptabil, de exemplu etanol.

Termenul "glutaminilciclaza" inseamnd enzima aminoaciltransferaza, implicatd in conversia
glutaminei N-terminale in piroglutamind in diferite substraturi peptidice.

Formarea piroglutamatului N-terminal protejeaza peptidele, hormonii si chemokinele biologic
active de degradare cu exopeptidaze si, in unele cazuri, poate creste afinitatea liganzilor pentru receptorii
lor.

Termenii "tratament”, "terapie" cuprinde tratamentul stirilor patologice la mamifere, de preferinti la
oameni, si includ: a) reducerea, b) blocarea (suspendarea) evolutiei bolii, ¢) ameliorarea gravititii bolii,
adica inducerea regresiei bolii, d) inversarea bolii sau stdrii, pentru care se aplicd acest termen, sau a unui
sau mai multor simptome ale acestei boli sau stiri.

Termenul "profilaxie", "prevenire" cuprinde eliminarea factorilor de risc, precum si tratamentul
profilactic al stadiilor subclinice ale bolii la mamifere, de preferintd la oameni, vizind reducerca
probabilititii aparitiei stadiilor clinice ale bolii. Pacientii pentru terapia profilactica sunt selectati pe baza
unor factori care, pe baza datelor cunoscute, implici o crestere a riscului de declangare a etapetor clinice
de boald, comparativ cu populatia generald. Terapia preventivd include a) profilaxia primard si b)
profilaxia secundard. Profilaxia primard este definitd ca tratament profilactic al pacientilor, la care stadiul
clinic al bolii nu a aparut inci. Profilaxia secundard este prevenirea reaparitiei aceloragi stiri clinice sau a
stdrii clinice similare bolii.

Compusul 1, care este obiectul prezentei inventii, este de perspectivd pentru tratamentul
psoriazisului.

Metoda de utilizare terapeuticd a compusilor.

Obiectul prezentei inventii prevede, de asemenea, administrarea la un subiect, care are nevoie de un
tratament adecvat, a unei cantitdfi terapeutic eficiente de compus conform prezentei inventii. Printr-o
cantitate terapeutic eficientd se intelege o asemenea cantitate de compus, administrat sau livrat unui
pacient, in care pacientul cel mai probabil va prezenta raspunsul dezirabil la tratament (profilaxie).
Cantitatea exactd necesard poate varia de la subiect la subiect, In functie de varstd, greutatea corporali si
starea generald a pacientului, severitatea bolii, metoda de administrare a medicamentului, tratamentul
combinat cu alte medicamente etc.

Compusul, conform prezentei inventii, sau compozitia farmaceuticd cu continut de acest compus
pot fi administrate pacientului in orice cantitate si pe orice cale de administrare, cu conditia ci o astfel de
doza si o astfel de cale de administrare sunt eficiente pentru tratamentul sau profilaxia bolii mentionate
mai sus. Este preferatd calea orald de administrare. De preferintd, doza zilnicd de substantd activa
(compusi ai inventiei) constituie de 1a 0,01 pana la 0,2 g per pacient pe zi, cea mai preferabila fiind doza
zilnica de 100...200 mg/zi.

Dupa amestecarea cantititii necesare de compus, conform prezentei inventii, (pentru asigurarca
dozei necesare) cu un purtdtor farmaceutic acceptabil, medicamentele (compozitiile farmaceutice) ale
inventiei pot fi administrate in organismul uman sau al altor animale oral, parenteral, topic, etc.
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Administrarea poate fi realizatd atit o singurd datd, cat si de mai multe ori pe zi, siptdmini (sau la
orice alt interval de timp), sau din cind in cind, in conformitate cu necesititile. Mai mult decat atat,
medicamentul (compozitia farmaceuticd), conform prezentei inventii, poate fi administrat in organismul
pacientului in fiecare zi, timp de o anumitd perioadd de timp (de exemplu, 5...90 zile), urmat de o
perioadd fird administrarca medicamentului (compozitiei farmaceutice), conform inventiei, (care
constituie, de exemplu, 1...30 zile).

In acel caz, in care medicamentul cu continut de compus al inventiei este utilizat ca parte a unui
regim de terapic combinatd, doza din fiecare component al terapiei combinate se administreaza timp de o
perioadd necesard pentru tratament. Compusii, care constituie terapia combinatd, pot fi administrati in
organismul pacientului atit o singurd datd, sub formd de dozd cu continut de toate componentele, cat si
sub formd de dozdri individuale ale componentelor.

Utilizarea compusului 1 in terapia combinata.

Desi compusul 1 al prezentei inventii poate fi administrat ca un agent farmaceutic activ individual,
el poate fi, de asemenea, utilizat in combinatie cu unul sau mai multi alti agenti, in particular, alt agent
poate reprezenta un preparat anti-inflamator nesteroid, glucocorticosteroid, anticorp monoclonal, etc. In
cadrul administririi combinate pe cale orald, agentii terapeutici pot reprezenta diferite forme
medicamentoase, care se administreaza simultan sau succesiv in momente diferite, sau agentii terapeutici
pot fi combinati intr-o singurd formi medicamentoasa.

Expresia "terapic combinatd", in ceea ce priveste compusul acestei inventii in combinatie cu alti
agenti farmaceutici, inseamnd administrarea simultani sau succesivi a tuturor agentilor, care intr-un fel
sau altul vor asigura un efect benefic al combinatiei de medicamente.

Administrarea concomitentd include, in particular, co-administrarea, de exemplu, intr-o tableta,
capsuld, injectic sau intr-o altd formd, avand un raport fix de substante active, precum si livrarca
simultand in citeva forme medicamentoase separate pentru fiecare compus, respectiv.

Astfel, administrarea compusilor acestei inventii poate fi realizatd in combinatic cu metode
suplimentare de tratament, cunoscute specialistilor in domeniul prevenirii si tratamentului bolilor
relevante, inclusiv utilizarea medicamentelor antibacteriene, citostatice, preparatelor pentru suprimarea
simptomelor sau efectelor secundare ale unuia dintre medicamente.

In cazul, in care forma medicamentoasi reprezintd o dozd fixd, o astfel de combinatie foloseste
compusii acestei inventii intr-un interval de dozare acceptabil.

Compusul 1, conform prezentei inventii, poate fi, de asemenca, administrat in organismul
pacientului succesiv cu alti agenti, in acel caz cind combinatia acestor preparate este imposibild. Inventia
nu este limitatd de succesiunca administrdrii; compusul prezentei inventii poate fi administrat pacientului
concomitent, inainte sau dupd administrarea unui alt preparat.

Exemple

Obtinerea compusului, conform prezentei inventii.

Obtinerea compusului 1, care este obiectul prezentei inventii, este descrisd in cererea WO
2014/168522.

Studiul efectului compusului 1 asupra activititii enzimatice a glutaminilciclazei umane in vitro.

in cadrul studiilor influentei compusului 1, care este obiect al prezentei inventii, asupra activitatii
enzimatice a glutaminilciclazei in vitro, s-a determinat pentru prima datd efectul inhibitor direct al
compusului 1 asupra glutaminilciclazei intracelulare recombinate umane.

Activitatea glutaminilciclazei la diferite concentratii ale compusului 1 a fost studiati la 25°C
folosind un substrat fluorescent de L-glutaminil 2-naftilamidd (Gln-bNA) (Anal. Biochem. 2002 Apr. 1,
vol. 303 (1), p. 49-56). Un amestec de reactie cu volum de 100 pl continea 50 pM de substrat fluorogen; -
0,2 unitdti de piroglutaminil aminopeptidazi umand (1 unitate este definitd drept cantitate, care
hidrolizeaza 1 micromol pGlu-bNA pe min) si o alicotd de glutaminilciclaza intracelulard recombinanta
umand (gQC) in 50 mM Trisaminometan-HCI si 5% glicerind, pH 8,0. Reactia a fost initiatd prin aditia la
amestecul de reactie a unei alicote de glutaminilciclaza, incubate cu compusul 1 timp de 5 min. Evolutia
ulterioard a reactici a fost monitorizatd spectrofotometric (lungimea de unda a excitatiei si a emisiilor
constituia 320 si 410 nm). Activitatea enzimaticd a fost determinatd dupd cantitatea de 2-naftilamida
eliminatd (bNA), calculati din curba de calibrare. Valorile IC50 au fost calculate utilizind regresia
neliniard a curbei "concentratic de inhibitor" - “activitate enzimatici". In calitate de substantd de
comparatie s-a utilizat un inhibitor cunoscut al glutaminilciclazei - compusul PBD150 (J. Med. Chem.
2006 Jan 26, no 49(2), p. 664-677).

in rezultatul experimentului s-a constatat, ci compusul 1 inhibd activitatea glutaminilciclazei
intracelulare cu IC50=50,9 pM.

Studiul activitdtii compusului 1 intr-un model de psoriazis la soareci.
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Inducerea psoriazisului la soareci s-a efectuat printr-o metodd standard (European Journal of
Pharmacology. 2015, vol. 756, p. 43-51). Soarecilor-femele din linia Balb/c s-a aplicat crema Aldar (5%
imiquimod) pe partea interioard a urechii drepte, o datd pe zi, cite 30 mg/soarece, timp de 7 zile (0...6
zile). La animalele intacte s-a aplicat vaselind. Compusul 1 si preparatul de comparatie (neotigazona) s-au
administrat la animale intragastric, zilnic, 1 datd pe zi, timp de 7 zile (0...6 zile). Eutanasia s-a efectuat
peste 24 de ore (a 7-a zi) dupd ultima aplicare a cremei Aldar. Zilnic in ziua 0, 2, 3, 4, 5, 6 dimineata,
inainte de urmdtoarea aplicare a cremei Aldar si inainte de eutanasie s-a mdsurat grosimea urechii drepte.
Dupa eutanasie din cavitdtile inimii s-a colectat singele, s-a izolat serul. in serul de sange prin testul
imunoenzimatic in fazi solidi s-a determinat continutul de MCP-1 folosind testul-sistemul Mouse CCL2
(MCP-1) Uncoated ELISA Kit (Invitrogen).

Evaluarea semnelor clinice ale psoriazisului s-a realizat conform scalei cu baluri, prezentate in
tabelul 1 (Pharmacology. 2011. V. 88 (1-2). p. 100-113).

Sistemul de evaluare a semnelor clinice de evolutie a psoriazisului la soareci

Tabelul 1

Bal Procentul urechii, supuse acestei modificari

Eritem (inrosire) Scuame Ingrosare
0 lipseste lipseste lipseste
1 0-25 0-25 0-25
2 25-50 25-50 25-50
3 50-75 50-75 50-75
4 75-100 75-100 75-100

Rezultatele studiului au aratat, cd in modelul psoriazisului administrarea intragastricd a compusului

1 1a soareci reduce semnificativ cresterea grosimii urechii, a semnelor clinice ale psoriazisului - formarea
de eritem, ingrosarea piclii si formarea scuamelor pe ea, precum si a nivelului de MCP-1 in serul sangvin
(Tabelele 2-4).

Rezultatele obtinute atestd efectul terapeutic al compusului 1 in psoriazis. Efectul terapeutic incepe
deja in a doua zi de administrare a compusului 1 si dupd gradul de expresivitate a actiunii corespunde sau

il depaseste pe cel al neotigazonei.

Cresterea grosimii urechii afectate intr-o anumitd zi a studiului in raport cu ziua 0 pe modelul

psoriazisului la soareci, % (M+m, n=20)

Tabelul 2
Grupa Doza de | Cresterea grosimii urechii afectate intr- anumitd zi a
compus, studiuluiin  raport cu ziua 0, % 0
mg/kg
zina a2 zinaa3 ziva a 4 ziua a 5 ziuaa 6

Intacti - 6.0£1,5 75425 12,342.1 13,4+1,7 16,5+2.0

Control - 27 6£1,1% 353+1,1% | 653+13* 76,442 9% 95,143, 1%

Compusul 1 | 30 78+14 & 11,2419 & | 33,8£1,6& 46,9+1,6*& | 55,8+0,8*&

Neotigazond | S 14,2+1,9*& | 27,5+1,8*& | 45,9+2,5*& | 68,9£1,8* 83,11 4%
Nota:
* - diferenta de grupa intacti, conform criteriului t-Student, p<0,05
& - diferenta de grupa de control, conform criteriului t-Student, p<0,05

Estimarea semnelor clinice ale psoriazisului pe model la soareci, baluri (M+m, n=20)
Tabelul 3
Grupa Doza de Ziuaa4 Ziuaa6
compus,
mg/kg
Eritem Scuame Ingrosare Eritem Scuame Ingrosare

Intacti - 0,0£0,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0 0+0 0+0 0+0
Control - 3,0202% | 1,1202* | 25£02% | 3,3402%* | 1,7£02* | 2.6+0,2%*
Compusul 1 | 30 1,5+0,1*& | 0,0£0,0& | 0,9+0,1*& | 1,3£0,1*& | 0,1£0,1& | 1,3+0,1*&
Neotigazond | 5 1,2+0,1*& | 0,0£0,0& | 1.4+01*%& | 1,6£0.1*& | 00 & 1,3£0,1*&
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Nota:
* - diferenta de grupa intacti, conform criteriului t-Student, p<0,05
& - diferenta de grupa de control, conform criteriului t-Student, p<0,05

Nivelul de MCP-1 in serul sangvin soarecilor pe modelul psoriazisului, pg/ml (M+m, n=10)

Tabelul 4
Grupa Doza de compus, | MCP-1, pg/ml
mg/kg
Intacti - 104,6+£7.8
Control - 172,5+18,5%
Compusul 1 30 113,748,3 &

Nota:
* - diferenta de grupa intacti, conform criteriului t-Student, p<0,05
& - diferenta de grupa de control, conform criteriului t-Student, p<0,05

Studiul activitdtii compusului 1 pe un model de chemotaxic a macrofagelor si neutrofilelor in
focarul inflamatiei (sdculetul de caragenan) la soareci.

Inducerea chemotaxiei macrofagelor si neutrofilelor in focarul de inflamatie (sdculetul de
caragenan) la soareci s-a efectuat conform metodei standard (Curr Protoc Pharmacol. 2012. vol. 5. p. 5-6).
Cu sase zile Tnainte de inducerea inflamatiei, soarecii femele din linia Balb/c au fost plasati intr-o camerd
cu CO, pand la instalarca anesteziei, timp de 30 de sec, apoi animalelor subcutanat in regiunca
intrascapsulard a spatelui cu o seringd sterild, umpluti cu aer, s-au introdus 5 ml de aer. Peste 3 zile
pentru mentinerea integrititii sacului de aer firi mérirea rinii s-au injectat 2,5 ml de aer in acelasi loc. in
ziua a 6, sub anestezie CO, pentru inducerea inflamatiei nemijlocit in sac s-a introdus 1 ml de solutie de
1% de caragenan, preparatd in solutie salind fiziologicd. Compusul studiat s-a administrat intragastric cu 1
ord Tnainte de administrarca caragenanului §i apoi la fiecare 10...12 ore, in volum de 0,1 ml. Ultima
administrare - cu 12 ore 1nainte de sacrificare. Eutanasia prin inhalare de CO; s-a efectuat peste 48 de ore
dupd injectarea caragenanei. Imediat dupd ecutanasie, in interiorul siculetului cu o seringd sterild s-a
introdus 1 ml de solutic salind fiziologicd, continand 5.4 mM EDTA, la temperatura camerei. Dupd un
masaj usor a zonei siculetului cu aer, s-a ficut o incizie sagitald transversala a siculetului si cu un dozator
s-a colectat exudatul. Dup3 centrifugarea exudatului, s-au preparat frotiuri din precipitatul celular, care au
fost apoi fixate in metanol si colorate conform Romanovsky-Giemsa. Apoi pe frotiuri la microscop s-a
determinat numarul de macrofage si neutrofile. Numdirarea celulelor s-a efectuat pana la 100 buc.

Rezultatele studiului au aritat, ¢ introducerea caragenanului in cavitatea sdculetului de aer provoca
un flux de neutrofile si macrofage in focarul inflamatiei (Tabelul 5). Astfel, se formeazi modelul
chimiotaxiei neutrofilelor si macrofagelor.

Administrarea intragastricd a compusului 1 la animale a redus numdrul de neutrofile si macrofage
din cavitatea sdculetului pani la nivelul animalelor intacte. Astfel, rezultatele obtinute sugereazd, ci
compusul 1 previne chemotaxia neutrofilelor si macrofagelor (Tabelul 5).

Numarul de celule inflamatorii in exudatul din sdculetul de caragenan intr-un model de chemotaxie a
neutrofilelor si macrofagelor in focarul inflamatiei (siculetul de caragenan) la soareci, x10%/1 (M=m,

n=10)
Tabelul 5
Grupa Doza de compus, Neutrofile, x10°/1 Macrofage, x10°/1
mg/kg
Intacti - 0,3+0,1 0,620,1
Control - 2,2+0,4* 7,7+1,5%
Compusul 1 30 0,6+0,1 & 0,6+0,2 &

Nota:
* - diferenta de grupa intacti, conform criteriului t-Student, p<0,05
& - diferenta de grupa de control, conform criteriului t-Student, p<0,05

Studiul activititii compusului 1 pe modelul chemotaxiei macrofagelor in focarul inflamatiei
(peritonitd tioglicolatd) la soareci.

Inducerea chemotaxiei macrofagelor in focarul inflamatiei (peritonitd tioglicolatd) la soareci s-a
realizat dupd o metoda standard (J. Leukoc. Biol. 2009. vol. 86. (2), p. 361-370). Soarecilor-masculi de
linia Balb/c s-a administrat intraperitoneal 2 ml de 3% mediu tioglicolic, care a fost pastrat timp de 1
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lund. Prepararea mediului tioglicolic s-a efectuat dupa cum urmeazi: 15 g de mediu tioglicolic uscat s-au
agitat in 500 ml de apd distilatd, s-a fiert 1a temperatura de 100°C, timp de 2 min, s-a filtrat printr-un filtru
de hartie, s-a turnat in eprubete sterile de 50 ml si s-a sterilizat prin autoclavare la temperatura de 121°C,
timp de 15 min.

Animalelor intacte le-au fost administrate intraperitoneal 2 ml de solutie fiziologicd. Compusul de
testat s-a administrat la animale intragastric cu 1 ord inainte de administrarea tioglicolatului, la 24 si 48 de
ore dupd administrarea tioglicolatului.

Peste 72 de ore animalele au fost cutanasiate intr-o camerd in CO», regiunca peritoneald a fost
umezitd cu alcool de 70%, piclea de pe cavitatea peritoneald a fost tdiatd cu atentie, cu o seringd s-a
administrat intraperitoncal 5 ml de solutic tampon fosfat-salin rece cu continut de 0,1% acid
etilendiamintetraacetic. Dupd un masaj usor al cavitatii peritoneale exudatul a fost colectat cu o seringd in
eprubete si a fost determinat volumul de exudat colectat.

Din precipitatul celular s-au preparat frotiuri, care ulterior au fost fixate in metanol (5 min) si
colorate conform Romanovsky-Giemsa (40 min la temperatura de 20...22°C). Pe frotiuri in mod obisnuit
la un microscop Olympus bx51 (la o mdrire de 100x) s-a numdirat cantitatea de monocite/macrofage.
Numdrarea celulelor s-a efectuat pand la 100 buc.

Rezultatele studiului au ardtat cd administrarea intraperitoneald a mediului tioglicolic a determinat
o crestere marcantd a numirului de macrofage in exudatul peritoneal al soarecilor (Tabelul 6). Astfel,
modelul de chemotaxie a macrofagelor s-a format.

Administrarea intragastricd a compusului 1 la animale a redus numirul de macrofage in exudatul
peritoneal la soareci pani la nivelul animalelor intacte. Astfel, rezultatele obtinute sugereaza, cd compusul
1 previne chemotaxia macrofagelor in focarul de inflamatie (Tabelul 6).

Numadrul de macrofage in exudatul peritoneal pe modelul de chemotaxie a macrofagelor in focarul de
inflamatie (peritoniti tioglicolatd) la soareci, x10°/1 (M=+m, n=10)

Tabelul 6
Grupa Doza de compus, Macrofage, x10°/1
mg/kg
Intacti - 0,84+0,16
Control - 2,81+021%*
Compusul 1 30 0,84+0,16 &

Nota:
* - diferenta de grupa intacti, conform criteriului t-Student, p<0,05
& - diferenta de grupa de control, conform criteriului t-Student, p<0,05

Prepararea formelor medicamentoase de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diond (Compusul
1).

Formele medicamentoase ale compusului 1 sau ale unei siri farmaceutic acceptabile a acestuia
pentru utilizare in conformitate cu prezenta inventie sunt preparate prin metode standard, cum ar fi, de
exemplu, procesele de amestecare, granulare, de formare a drajeului, de dizolvare.

Forma tabletata

Forma tabletatd se prepara folosind urmatoarele ingrediente:

Compusul 1 sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia 1...100 mg

Amidon de cartof  20...50 mg

Stearat de magneziu 3 mg

Acrosil 1 mg

Lactoza pana la 300 mg.

Componentele se amestecd si se preseazid pentru formarea tabletelor cu o greutate de 300 mg,
fiecare.

Capsule de gelatind

Compusul 1 sau sarea farmaceutic acceptabili a acestuia - 100 mg,

Lactoza (zahdr din lapte), amidon de cartofi, dioxid de siliciu coloidal (aerosil), stearat de magneziu
- pand la obtinerea masei de continut al capsulei - 250 mg.

Ingredientele mentionate se amestecd, se granuleazd, granulele se plaseazd in capsule de gelatind
solide, in cantitate de 250 mg.

Supozitorii
Exemplu de compozitie de supozitoriu:
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Compusul 1 sau sareca farmaceutic acceptabild a acestuia 1...100 mg

Unt de cacao in cantitate necesard pentru obtinerea supozitorului.

In caz de necesitate este posibild prepararea supozitorilor rectale, vaginale si uretrale cu umpluturi
corespunzatoare.

Pulbere pentru prepararea solutiilor pentru injectii

Exemplul compozitiei 1:

Compusul 1 sau sarea farmaceutic acceptabild a acestuia  10...100 mg.

In calitate de solvent la prepararea unei solutii injectabile se poate utiliza - solutie de 0,9% de
clorurd de sodiu, apd distilati, solutic de novocaini. Forma de livrare - fiole, flacoane, seringi-tub,
"insert".

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 2014 Jan, vol. 50(1), p. 144-157
2. WO 2014/168522 A1 2014.10.16

(57) Revendicari:

1. Medicament pentru prevenirea si/sau tratamentul unei afectiuni sau unei stiri asociate cu
activitatea aberantd a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7,
CCLS8, CCL13), in carc afectiunca sau starca reprezintd psoriazis, care contine in calitate de
component activ 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-dioni:
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sau o sare sau un solvat farmaceutic acceptabil al acesteia.

2. Metoda de prevenire si/sau de tratare a unei afectiuni sau stiri, asociate cu activitatea
aberantd a fractalkinei si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13)
in organism, in care afectiunea sau starea reprezintd psoriazis, cuprinzind administrarea in organismul
specificat a unei cantititi eficiente de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-diona:
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sau de o sare sau un solvat farmaceutic acceptabil al acesteia.

3. Metoda, conform revendicirii 2, in care doza de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-
diond sau de o sare sau solvat farmaceutic acceptabil constituie de 1a 0,01 pand la 0,2 g per pacient in
71

4. Metoda, conform revendicdrii 3, in care doza de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-
diond sau de o sare sau solvat farmaceutic acceptabil constituie de 1a 0,1 pand la 0,2 g per pacient in
71

5. Utilizare a 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-2,6-dionei:
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sau a unei sdri sau solvat farmaceutic acceptabil al acesteia, pentru prepararea unui medicament
pentru prevenirea si/sau tratamentul afectiunii sau stirii, asociate cu activitatea aberanti a fractalkinei
si a proteinelor chemoatractante monocitare 1-4 (CCL2, CCL7, CCL8, CCL13), in care afectiunca sau
starea reprezintd psoriazis.
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6. Utilizare, conform revendicarii 5, in care cantitatea de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-
2,6-diona sau de o sare sau solvat farmaceutic acceptabil in medicament asigurd doza de aceasta de la
0,01 pana la 0,2 g per pacient in zi.

7. Utilizare, conform revendicdrii 6, in care cantitatea de 1-(2-(1H-imidazol-4-il)etil)piperidin-
2,6-diona sau de o sare sau solvat farmaceutic acceptabil in medicament asigurd doza de aceasta de la
0,1 pani la 0,2 g per pacient in zi.
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