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SIRTUIN MODULATING COMPOUNDS

RELATED APPLICATIONS

This application claims the benefit of U.S. Provisional Application No.
60/936,636, filed June 20, 2007, the contents of which are incorporated by reference
in their entirety.
BACKGROUND

The Silent Information Regulator (SIR) family of genes represents a highly
conserved group of genes present in the genomes of organisms ranging from
archaebacteria to a variety of eukaryotes (Frye, 2000). The encoded SIR proteins are
involved in diverse processes from regulation of gene silencing to DNA repair. The
proteins encoded by members of the SIR gene family show high sequence
conservation in a 250 amino acid core domain. A well-characterized gene in this
family is S. cerevisiae SIR2, which is mvolved in silencing HM laei that contain
information specifying yeast mating type, telomere pasition effects and cell aging
(Guarente, 1999; Kaeberlein et al., 1999; Share, 2000), The yeast Sir2 protein
belongs to a family of histone deacetylases (reviewed in Guarente, 2000; Shore,
2000). The Sir2 homolag, CobB, in Salmonella typhimurium, functions as an NAD
(nicotin;ﬁmide adenine dinucleotide)-dependent ADP-ribosyl transferaze (Tsang and
Escalante-Semerena, 1993).

The Sir2 pratein is a class III deacetylase which uzes NAD as a cosubstrate
(Imai et al., 2000; Maoazed, 2001; Smith et al., 2000; Tanner et al., 2000; Tanny and
Moazed, 2001). Unlike other deacetylases, many of which are involved in gene
silencing, Sir? is insensitive to class I and IT histone deacetylase inhibitors like
trichostatin A (TSA) (Imai et al., 2000, Landry et al., 2000a; Smith et al., 2000).

Deacetylation ol acetyl-lysine by Sir2 is tightly coupled to NAD hydrolysis,
producing nicotinamide and a novel acetyl-ADP riboze compound (Tanner et al.,
2000; Landry et al., 2000b; Tanny and Moazed, 2001). The NAD-dependent
deacetylase activity of Sir2 i3 essential for its functions which can connect its
biological role with cellular metaboliam in yeast (Guarente, 2000; Imai et al., 2000;
Lin et al,, 2000; Smith et al., 2000). Mammalian Sir2 homologs have NAD-

dependent histone deacetylase activity (Imai et al., 2000; Smith et al., 2000), Most
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information about Sir2 mediated functions comes from the studies in yeast
(Gartenberg, 2000; Gottschling, 2000). |

Biochemical studies have shown that Sir2 can readily deacetylate the amino-
terminal tails of histones H3 and H4, resulting in the formation of 1-O-acetyl-ADP-
ribose and nicotinamide. Strains with additional copies of SIRZ display increased
tDNA silencing and a 30°5 longer life span. It has recently been shown that
additional capies of the C. elegans SIR2 homolog, sir-2.1, and the D. melanogaster
dSir2 gene greatly extend life span in those organisms. This implies that the SIRZ2-
dependent regulatory pathway for aging arose early in evolution and has been well
conzerved. Today, Sir2 genes are believed to have evolved to enhance an
organism's health and stress resistance to increase its chance of surviving adversity.

SIRT3 is a homolog of SIRTI1 that is conserved in prokaryotes and
eukaryotes (P. Onyango et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 13653-136358 (2002)).
The SIRT3 protein is targeted to the mitochondrial cristae by a unique domain
located at the N-terminus. SIRT3 has NAD-+-dependent protein deacetylase activity
and is upbiquitously expressed, particularly in metabolically active tissues. Upon
transfer (o the mitochondria, SIRT? is believed to be cleaved into a smaller, active
form by a mitochondrial matrix processing peptidase (MPP) (B. Schwer et al,, J.
Cell Biol. 153: 647-657 (2002)).

Caloric restriction has been known for over 70 years to improve the health
and extend the lifespan of mammals (Masora, 2000), Yeast life span, like that of
metazoans, iz also extended by interventions that rezemble caloric restriction, such
as low glucose. The discovery that both yeast and flies lacking the SIR2 gene do not
live longer when calorically restricted provides evidence that SIR2 genes mediate
the beneficial health effects of this diet (Anderson et al., 2003; Helfand and Rogina,
2004). Moreover, mulations that reduce the activity of the yeast glucose-responzive
cAMP (adenosine 3',5'-monophosphate)-dependent (PRA) pathway extend life span
in wild type cells but not in mutant sir2 strains, demonstrating that SIR2 is likely to

be a key downstream component of the caloric restriction pathway (Lin et al., 2001).
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SUMMARY

Provided herein are novel sirtuin-modulating compounds and methods of use
thereof. .

In one aspect, the invention provides sirtuin-modulating compounds of
Stractural Formulas (I)-(VI) as are described in detail below.

In another aspect, the invention provides methods for using sirtuin-
madulating compounds, or compostions comprising sirtuin-modulating compounds.
In certain embodiments, sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or
activity of a sirtuin protein may be used for a variety of therapeutic applications
including, for example, increasing the lifespan of a cell, and treating and/or
preventing a wide variety of diseases and disorders including, for example, dizeases
or disorders related to aging or stress, diabetes, abesity, neurodegenerative diseases,
chemaotherapeutic induced neuropathy, neuropathy associated with an ischemic
event, ocular diseases and/or disorders, cardiovascular disease, blood clotting
disorders, inflammation, and/or flushing, ete. Sirtuin-modulating compounds that
increase the level and/or activity of a sirtuin protein may also be used for treating a
disease or disorder in a subject that would benefit from increased mitochandrial
activity, for enhancing muscle performance, for increasing muscle ATP levels, or for
treating or preventing muscle tissue damage associated with hypoxia or ischemia. In
other embodiments, sirtuin-modulating compounds that decreasze the level and/or
activity of a sirtuin protein may be used for a variety of therapeutic applications
including, for example, increasing cellular sensitivity to stresg, increasing apoptosis,
treatinent of cancer, stimulation of appetite, and/or stimulation of weight gain, efc.
As described further below, the methods comprise administering to a subject in need
thereof a pharmaceutically effective amount of a sirtuin-modulating compound.

In certain aspects, the sirtuin-modulating compounds may be administered
alone or in combination with other compounds, including other sirtuin-modulating

compounds, or ather therapeutic agents.
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DETAILED DESCRIPTION
1. Definitions

As used herein, the following terms and phrases shall have the meanings set
forth below. Unless defined otherwize, all technical and scientific terms used herein
have the same meaning as commaonly understood to one of ordinary skill in the art.

The singular forms “a,” “an,” and “the” include plural reference unless the
context clearly dictates ntherwise.

The term “agent” is used herein (o denote a chemical compound, a mixture
of chemical compounds, a biological macromalecule (such as a nucleic acid, an
antibody, a protein or portion thereof, e.g., a peptide), or an extract made from
biological materials such as bacteria, plants, fungi, or animal (particularly
mammalian) cells or tissues. The activity of such agents may render it suitable as a

“therapeutic agent” which is a biologically, physiologically, or pharmacologically
active substance (or substances) that acts locally or systemically in a subject.

The term “bioavailable” when referring to a compound is art-recognized and
refers to a form of a compound that allows for it, or a portion of the amount of
compound administerad, to be absorbed by, incorporated (o, or otherwize
physiologically available 1o a subject or patient to whom it i3 administered.

“Bivlogically active portion of a sirtuin” refers to a portion of a sirtuin
protein having a biological activity, such az the ability to deacetylate. Biologically
active portions of a sirluin may comprise the core domain of sirtuins. Biologically
active portions of SIRT! having GenBank Accession No, NP_036370 that
encompass the NAD+ binding domain and the substrate binding domain, for
example, may include without limitation, amino acids 62-293 of GenBank:
Accession Na. NP_036370, which are encaded by nucleotides 237 (o 932 of
GenBank: Accession Na, MM_012238, Therefore, this region is sometimes referred
to as the core domain. Other biologically active portions of SIRTI, also sometimes
referred to as core domainz, include about amino acids 261 to 447 of GenBank
Accession No, NP_036370, which are encoded by nucleotides S34 to 1394 of
GenBank Accession No. NM_01223%; about amino acids 242 to 493 of GenBank
Accession No. NP_036370, which are encoded by nucleotides 777 to 1532 of

GenBank Accession No. NM_01223S; or about amino acids 254 to 495 of
4

-
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GenBank Accession No. NP_036370, which are encoded by nucleotides S13 to
1538 of GenBank Accession No. NM_012238.

The term “companion animals™ refers to cats and dogs. As used iwrein, the
term “dog(s)” denotes any member of the species Canis familiaris, of which there
are a large number of different breeds. The tenn “cat(s)” refers to a feline animal
including domestic cats and other members of the family Felidae, genus Felis.

The terms “comprise” and “comprizsing” are vsed in the inclusive, open
sense, meaning that additional elements may be included.

“Diabetes” refers to high bload sugar or ketoacidosis, as well as chronic,
general metabolic abnormalities arising from a prolonged high blood sugar status or
a decrease in glucose tolerance. “Diabetes” encompasses bath the type I and type II
(Non Insulin Dependent Diabetes Mellituz or NIDDM) forms of the disease. The
risk factors for diabetes include the following factors: waistline of more than 40
inches for men or 35 inches for women, blood pressure of 130/85 mmHg or higher,
triglycerides above 150 ing/dl, fasting blood glucose greater than 100 mg/dl or high-
density lipopratein of less than 40 mg/dl in men or SO mg/dl in women.

A “direct activator” of a sirfuin i3 a molecule that activates a sirtuin by
binding to it. A “direct inhibitor” of a sirtuin is a melecule inhibits a sirtuin by

binding to it.

The term “ED<p” is art-recognized. In certain embodiments, ED:g means the
dose of a g which produces 50°% of its maximum response or effect, or
alternatively, the dose which produces a pre-determined response in S0%% of test
subjects or preparations. The term “LD:g” is art-recognized. In certain embodiments,
LDy means the dose of a drug which is lethal in 5075 of test subjects. The term
“therapeutic index” is an art-recognized term which referz to the therapeutic index of
a drug, defined as LDs¢/EDs.

The term “hyperinsulinemia” refers to a state in an individual in which the
level of insulin in the blood is higher than normal.

The term “including” is used to mean “including but not limited ta”.

“Including” and “including but not limited t0” are used interchangeably.
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The term “insulin resistance” refers to a state in which a normal amount of
insulin produces a subnormal biclogic response relative to the biological response in
a subject that does not have insulin resistance.

An “insulin resistance disorder,” as discussed herein, refers to any disease or
condition that is caused by or contributed to by insulin resistance. Examples
include: diabetes, obesity, metabolic syndrome, insulin-resistance syndromes,
syndrome X, insulin resistance, high blood pressure, hypertension, high blood
cholesterol, dyslipidemia, hyperlipidemia, dyslipidemia, atherosclerotic disease
including stroke, coronary artery disease or myocardial infarction, hyperglycemia,
hyperinzulinemia and/or hyperproinsulinemia, impaired glucose tolerance, delayed
insulin release, diabetic complications, including coronary heart disease, angina
pectoris, congestive heart failure, stroke, cognitive functions in dementia,
retinopathy, peripheral neuropathy, nephropathy, glomerulonephritis,
glomerulosclerosis, nephrotic syndrome, hypertensive nephrosclerosis some types of

ancer (such as endometrial, breast, prostate, and colon), complications o
pregnancy, poor female reproductive health (such as menstrual irregularities,
infertility, irregular ovulation, polycystic ovarian syndrame (PCOS)), lipadystrophy,
cholesterol related disorders, such as gallstones, cholescystitis and cholelithiasis,
gout, obstructive sleep apnea and respiratory problems, osteoarthritis, and
prevention and (reatment of bone loss, e.g. osteoporosis

The term “livestock animals” refers to domesticated quadrupeds, which
includes those being raised for meat and various byproducts, e.8., a bovine animal
including cattle and other members of the genus Bos, a porcine animal including
domestic swine and other members of the genus Sus, an avine animal including
sheep and other members of the genus Ovis, domestic goats and other members of
the genus Capra; domesticated quadrupeds being raised for specialized tasks such as
uze as a beast of burden, e.g., an equine animal including domestic horses and other
members of the family Equidae, genus Equus.

The term “mammal” is known in the art, and exemplary mammals include
humans, primates, livestock animals (including bovines, porcines, etc.), companion

animals (e.g., canines, felines, etc.) and rodents (e.g., mice and rats).
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“Obese” individuals or individuals suffering from obesity are generally
individuals having a body mass index (BMI) of at least 25 or greater. Obesity may
or may not be associated with insulin resistance.

The terms “parenteral administration” and “administered parenterally” are
art-recognized and refer to modes of administration other than enteral and topical
administration, usually by injection, and includes, without limitation, intravenous,
intramuscular, intraarterial, intrathecal, intracapsular, intraorbital, intracardiac,
intradermal, intraperitoneal, transtracheal, subcutaneous, subcuticular, intra-
articulare, subcapsular, subarachnoid, intraspinal, and intrasternal injection and
infusion.

A “patient”, “subject”, “individual” or “host” refers to either a human or a
non-human animal.

The term “pharmaceutically acceptable canier” is art-recognized and refers
to a phannaceutically-acceptable material, composition or vehicle, such as a liquid
or solid filler, diluent, excipient, solvent or encapsulating material, involved in
carrying or transporting any subject compogition or component thereof. Each carrier
must be “acceptable” in the sense of being compatible with the subject compasition
and its components and not injurious to the patient. Some examples of materials
which may serve as pharmacemtically acceptable carrviers include: (1) sugars, such as
lactose, glucose and sucrose; (2) starches, such as corn starch and potato starch; (3)
cellulose, and its derivatives, such as sodium carboxymethyl cellulose, ethyl
cellulose and cellulose acetate; (4) powdered tragacanth; (5) malt; (9) gelatin; (7)
tale; (3) excipients, such az cocoa butter and suppasitory waxes; (9) «ils, such as
peanut oil, cottonseed i, safflower oil, sesame oil, olive oil, corn oil and soybean
oil; (10) glycols, such as propylene glyeol; (11) polyolz, such as glycerin, sarbitol,
mannitol and polyethylene glycol; (12) esters, such as ethyl oleate and ethyl laurate;
(13) agar; (14) buffering agents, such as magnesium hydroxide and aluminum
hydroxide; (15) alginic acid; (16) pyrogen-fiee water; (17) isotonic saline; (15)
Ringer’s solution; (19} ethyl aleohol; (20) phosphaie buffer solutions; and (21) ather
non-toxic compatible substances employed in pharmaceutical formulations.

The term “prophylactic” or “therapeutic” treatment is art-recognized and

refers to administration of a drug to a host. IFit is administered prior to clinical
7

iz
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manifestation of the unwanted condition (e.g., disease or other unwanted state of the
host animal) then the treatment is prophylactic, i.e., it protects the host against
developing the unwanted condition, whereas if administered after manifestation of
the unwanted condition, the treatment is therapeutic (i.e., it is intended to diminish,

ameliorate or maintain the existing unwanted condition or side effects therefrom).

The term “pyrogen-free”, with reference to a composition, refers to a
composition that does not contain a pyrogen in an amount that would lead to an
adverse effect (e.2., irritation, fever, inflammation, diarrhea, respiratory distress,
endotoxic shock, ete.) in a subject to which the composition has been administered.
For example, the e is meant (o encompass compositions that are free of, or

aubstantially free of, an endotoxin such as, for example, a lipopolysacchande (LPS).

“Replicative lifespan” of a cell refers to the number of daughter cells
produced by an individual “mother cell.” “Clronclogical aging” ar “chronological
lifespan,” on the other hand, refers to the length of time a population of non-
dividing cells remains viable when deprived of nutrients. “Increasing the lifespan
of a cell” or “extending the lifespan of a cell,” as applied to cells or organisms,
refers to increasing the number of daughter cells produced by one cell; increasing
the ability of cells or organisms to cope with stressez and combat damage, e.g., to
DNA, proteins; and/or increasing the ability of cells or organisms to survive and
exiatin a living state for longer under a particular condition, e.g., stress-(for
example, heatshack, osmotic stress, high energy radiation, chemically-induced
stress, DNA damage, inadequate salt level, inadequate nitrogen level, or inadequate
nutrient level). Lifespan can be increazed by at least about 20%%, 3095, 40%%, 50%,
6075 or between 20°; and 70%%, 30% and 00%;, 407 s and 6074 or more vsing

methods described herein.

“Sirtuin-activating compound” refers to a compound that increases the level
of a sirtuin protein and/or increases at least one activity of a sirtuin protcin, In an
exemplary embodiment, a sirtuin-activating compound may increase at least one
biolagical activity of a sirtuin protein by at least about 1074, 2576, 50%s, 73%,,
100%%, or more. Exemplary bielogical activities of sirtuin proteins include

deacetylation, e.g., of histones and pS3; extending lifespan; increasing genomic
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stability; silencing transeription; and controlling the segregation of oxidized

proteins between mother and daughter cells.

“Sirtuin-inhibiting compound” refers to a compound that decreases the level
of a sirtuin protein and/or decreases at least one activity of a sirtuin protein. In an
exemplary embodiment, a sirtuin-inhibiting compound may decrease at least one
biological activity of a sirtuin proiein by at least about ]H"-., 2595, 50%%, 73%,
100%, or more. Exemplary biological activities of sirtuin plomna include
deacetylation, ¢.g., of histones and pS53; extending lifespan; increasing genomic
stability; silencing transcription; and contiolling the segregation of oxidized

proteins between mother and daughter cells.

“Sirtuin-modulating compound” refers to a compound of Structural
Formulas (I)-(VI) as described herein. In exemplary embodiments, a sirtuin-
maodulating compound may either up regulate (e.g., activate or stimulate), down
regulate (e.g., inhibit or suppress) or otheiwise change a functional property or
bialogical activity of a airtuin protein. Sirtwin-modulating compounds may act to
madulate a sirtuin protein either directly or indirectly. In certain embodiments, a
sirtuin-modulating compound may be a sirtin-activating compound or a sirtuin-
inhibiting compound.

“Sirtuin protein” refers to a member of the sirtuin deacetylase protein family,
or preferably to the sir2 family, which include yeast Sir? (GenBank Accession Na,
P35365835), C. clegans Siv-2.1 (GenBank Accession No. NF_501512), and human
SIRT1 (GenBank Acceszion No. NM_ 0122338 and NP_036370 (or AF083106)) and
SIRT2 (GenBank Accession No. NM_012237, NM_ 030393, NP_036309,
additional yeast Sir2-like genes termed "HST genes” (homaologues of Sir two) HST1,
HST2, HST3 and HST4, and the five other human homaologues hSIRT3, hSIRTH,
hSIRTS, hSIRT6 and hSIRT7 (Brachmann et al. (1995) Geaes Dev. 9:2888 and Frye
et al. (1999) BBRC 260:273). Preferred sirtuins are those that share more
similarities with SIRTI, i.e., hSIRT1, and/or Sir2 than with SIRT?2, such a3 those
members having at least part of the N-terminal sequence present in SIRT1 and

absent in SIRT?2 such as SIRT3 has.
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“SIRT1 protein” refers (o0 a member of the sir2 family of sirtuin dcac-etylnses.
In one embodiment, a SIRT1 protein includes yeast Sir2 (GenBank Accession No.
P33683), C. elegans Sir-2.1 (GenBank Accession No. NP_301912), human SIRT1
(GenBank Accession No. NM_012238 or NP_036370 (or AF0S3106)), and human
SIRT2 (GenBank Accession No. NM_(12237, NM_030393, NP_036309,
NP_085096, or AF0S3107) proteins, and equivalents and fragments thereof. In
another embodiment, a SIRT1 protein includes a polypeptide comprising a sequence
consisting of, or consisting essentially of, the amino acid sequence set forth in
GenBank Accession Nos, NP_036370, NP_501912, NP_0S509a0, NP_036369, or
P536S5. SIRTI proteins include polypeptides comprising all or a portion of the
amino acid sequence zet forth in GenBank Accession MNos. NP_036370, NP_501912,

NP_0S3095, NP_036369, or P33a85; the amino acid sequence set forth in GenBank
Accession Nos. NP_036370, NP_301912, NP_0OS3006, NP_036369, or P33635 with
1toabout 2,3,5,7, 10, 15, 20, 30, 50, 75 or more conservative amine acid
subatitutions; an amino acid sequence that is at least 00% 5, 70%5, S0%5, 90%4, 93¢,
0G24, 9745, 93%;, or 9975 identical to GenBank Accession Nos. NP_036370,
NP_301912, NP_085096, NP_036369, or P336SS, and functional fragmenis thereof.
Polypeptides of the invention also include homolozs (e.g., orthologs and paralags),
variants, or fragments, of GenBank Accession Nos. NP_036370, NP_501912,
NP_085096, NP_036369, ar P33635.

“SIRT3 protein” refers to a member of the sirtuin deacetylase protein family
and/or to a homolog of a SIRT1 protein. In one embodiment, a SIRT3 protein
includes human SIRT3 (GenBank Accession No. AAHO1042, NP_036371, or
NP_001017524) and mouse SIRTS (GenBank Accession No, NP_07187]) proteins,
and equivalents and fragments thereof. In another embodiment, a SIRT3 protein
includes a polypeptide comprising a sequence conszisting of, or consisting essentially
of, the amino acid sequence set forth in GenBank Acc.ession Nos. AAHO1042,
NF_036371, NP_001017524, or NP_07187S8. SIRT3 proteins include polypeptides
comprizing all or a portion of the amino acid sequence set forth in GenBank
Accession AAHOI042, NP_036371, NP_001017324, or NP_071878; the amino acid
sequence set forth in GenBank Accession Noz, AAH01042, NP_036371,

NP_001017524, or NP_07137% with 1 to about 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 30, 75 or
10
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more conservative amino acid substitutions; an amine acid sequence that is at least
6025, 70%, 8075, 9096, 95%,, 9625, 9724, 982, or 99°; identical to GenBank
Accession Nos. AAHO1042, NP_036371, NP_001017524, or NP_071875, and
functional fragments thereof. Polypeptides of the invention alse include homalogs
(e.2., orthologs and paralogs), variants, or fragments, of GenBank Accession Nos.
AAHO1042, NP_03a371, NP_001017524, or NP_071378. In one embadiment, a
SIRT3 protein includes a fragment of SIRT3 protein that is produced by cleavage
with a mitochondrial matrix processing peptidase (MPP) and/or a mitochondrial
intermediate peptidase (MIF).

The terms “systemic adiministration,” “administered systemically,”
“peripheral administration” and “administered peripherally” are art-recognized and
refer to the administration of a subject composition, therapeutic or other material
other than directly into the central nervous system, such that it enters the patient’s
system and, thus, is subject to metaboliam and other like processes.

The term “therapeutic agent” is arl-recognized and refers to any chemical
moiety that is a biologically, physiologically, or pharmacologically active substance
that acts locally or systemically in a subject. The term alzo means any substance
intended for use in the diagnosis, cure, mitigation, treatment or prevention of disease
or in the enhancement of desirable physical or mental development and/or
conditions in an animal or human.

The term “therapeutic effect” i3 art-recognized and refers to a local or
systemic effect in animals, particularly mammals, and more particularly humans
caused by a pharmacologically active substance. The phrase “therapeutically-
effective amount™ means that amount of such a substance that produces some
desired local or systemic effect at a reasonable benefit/risk ratio applicable to any
treatment. The therapeutically effective amount of such substance will vary
depending upon the subject and disease condition being treated, the weight and age
of the subject, the severity of the disease condition, the manner of administration and
the like, which can readily be determined by one of ordinary skill in the art. Far
example, certain compeositions described herein may be administered in a sufficient
amouni to produce a desired effect at a reasonable benefit/nsk ratio applicable to

such treatment.
11
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“Treating”™ a condition or disease refers to curing as well as ameliorating at
least one symptom of the condition or disease.

The term “vision impairment” refers to diminished vision, which is often
only partially reversible ar irreversible upon treatment (e.g., surgery). Particularly
severe vision impairment is termed “blindness” or “visiem loss”, which refers to a
complete loss of vision, vision worse than 20/200 that cannot be improved with
corrective lenses, or a visual field of less than 20 degrees diameter (10 degrees

radius).

2. Sirtuin Modulators

In one aspect, the invention provides novel sirtuin-modulating compounds
for treating and/or preventing a wide variety of diseases and disorders including, for
example, diseases or disorders related to aging or stress, diabetes, obesity,
neurodegencrative diseases, ocular dizeases and disorders, cardiovascular disease,
bload clotting disorders, inflammalion, sancer, and/or flushing, etc. Sirtuin-
madulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein
may aleo be used for treating a disease or disorder in a subject that would benefit
from increazed mitochondrial activity, for enhancing muscle performance, for
increasing muscle ATP levels, or {or (reating or preventing muscle tissue damage
associated with hypoxia or ischemia. Other compounds disclosed herein may be
suitable for use in a pharmaceutical composition and/or one or moreé methods
disclosed herein.

In ene embodiment, sirtuin-modulating compounds of the invention are
represented by Structural Formula (1):

X2=x3
2
R \<\ /X4
X1

o

RN

=

& \"l

N

R! (R (1)

or a salt thereof, wherein:
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two of X' to X* are selected from —CR - and -N-;

the other two of X' to X* are -CR*-;

R' is a solubilizing group;

R? is a phenyl group optionally substituted with a lower alkyl, lower alkoxy,
halogen, nitrile or —=CF3, or R?is a 5- to 6-membered heterocycle containing an N
heteroatom and, optionally, a second heteroatom selected from N, O or S, wherein
said heterocycle is optionally substituted with methyl or a halogen;

R* is independently selected at each occurance from —H, lower alkyl or
halogen,;

R is —H or —CH3;

R is —CHj or a halogen; and

n is an integer from 0-4.

Typically, R is =H and n is 0, such that compounds of Structural F«)nﬁula O
are represented by Structural Formula (I1):

X2:x3
2
R \<\ /x4
X1
0]

HN
jNTS
. />-—<\ >
R >~ N

Preferred values in compounds of Structural Formula (I) and (IT) are as

1),

or a salt thereof.

follows:

two of X! to X* are selected from —CR*- and -N-;

the other two of X' to X* are —CR*-;

R* is independently zelected at each occurance from —H, lower alkyl or
halogen;

R' is a solubilizing group; and

R? is selected from phenyl optionally substituted with ane or more
substituents independently selected from —CN, -F, -Cl and -CF3, and when ¢ach of
of X' to X*is -CR’-, R? is additionally selected from a 5- 1o 6-membered

heterocycle containing an N hetéroatom and, optionally, a second heteroatom
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selected from N, O or 8, wherein said heterocyele is optionally substituted with
methyl.

In certain embodiments, each of X' tv X* is —CR*-. In other embodiments,
one of X! to X* is -N- and the remainder are —-CR*-. In certain embodiments, two of
X! to X% are -N- and the remainder are —CR*-. In certain embodiments, wherein two
of X! to X* are —-N-, X! and X? are —=N-. In certain embadiments, wherein two of X!
to X* are —=N-, X! and X* are —N-. In certain embodiments, when one of N o X is
-N-, X! is —N-. In certain embodiments, R* is H.

In certain embodiments, such as when each of X'to X*is ~CR*--, R% is
selected from phenyl, fluorophenyl, diflucrophenyl, chlorophenyl, methylthiazalyl,
pyrimidinyl, pyridyl and pyrazolyl. In certain such embodiments, R? is selected
from phenyl, fluorophenyl, difluorophenyl, chlorophenyl, 2-methylthiazol-4-yl,
pyridyl and pyrazol-1-yl. Preferably, R? is phenyl or pyridyl.

In certain embodiments, R! is ~CHz-R® and R? is a nitrogen-containing
heterocycle optionally substituted with one or more substituents selected from C-Cy
alkyl, amino, halogen, methoxy and methoxy-C-Cy-alkyl. In theze embodiments,
X' o X* and R? can have any of the values described above. In certain such
embodiments, R? is phenyl, pyridyl or 3-fluorophenyl; X% and X* are ~CR*- and X'
and X* are independently selected from ~CR*- or —N-; or bath.

In certain embodiments, R' iz -CH3-R*; and R? is selected from piperazin-1-
yl, 4-(methoxyethyl-piperazin-1-yl, 3,5-dimethylpiperazin-1-yl, morpholin-4-yl,
piperidin-1-yl, 4-aminopiperidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, 3-fluoropyrrelidin-1-yl,
-NH-(pyrrolidin-3-y1), and 1,4-diaza-bicyclo[2.2.1Theptan-1-yl. In these
embodiments, X' to X* and R? can have any of the values described above, but
typically R is phenyl, pyridyl or 3-fluoraphenyl; X? and X* are ~CH- and X' and X*
are independentily selected from —CH- or =N-; or both,

In certain such embodiments, R? iz selected from 4-(methoxyethyl)-
piperazin-1-yl, morpholin-4-yl, piperidin-1-yl and 4-aminapiperidin-1-yl. When R
has these values, R? is typically phenyl, 3-fluorophenyl or pyridyl. Also, typically
X* and X? are —=CH- and X' and X* are independently selected from —CH- or —N-. In
particular embodiments, X! and X* are independently selected from —CH- or —N-; X2

and X*are -CH-; R? is phenyl, 3-fluorophenyl or pyridyl; and R'is =CH2-R? where
14
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R is selected from 4-(methoxyethyl)-piperazin-1-yl, morpholin-4-yl, piperidin-1-yl
and 4-aminopiperidin-1-yl.
In certain embodiment, sirtuin-modulating compounds encompassed by

Structural Formula (I) are represented by Structural Formula (11I):

0]

RN
e Ye
L WY N\ ¥
RV ™~ N >

— R (111

or a salt thereof, wherein:
one of X! to X3 is selected from -CH- and -N-;
the other two of X' to X> are -CH-;
10 R! is a solubilizing group;
Rlisa phenyl group optionally substituted with a2 methyl, halogen or —CFj,
or R? is a 5- to 6-membered heterocycle containing an N heteroatom and, optionally,
a second heternatom selected from N, O or S, wherein said heterocycle is aptionally
substituted with methyl or a halogen;
15 R is —H or —CH3;
R is —~CH; or a halogen; and
n is an integer from 0-4.
Typically, R is —=H and n is 0, such that compounds of Structural Formula
(II1) are represented by Struetural Formula (IV):

\lq_\
x2:-x3

R2\<\ p
x! °

HN
00
RV ¥

Preferred valuea in compounds of Structural Formula (I1T) and (IV) are as

(V).

follows:
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one of X' to X2 is selected from -CH- and -N-;

the other two of X' to X? are -CH-;

R'isa solubilizing group; and

R? is selected from phenyl and fluorophenyl, and, when each of X'to X s
-CH-, R? i3 additionally selected from a 5- to 6-membered heterocycle containing an
N hetercatomn and, aptionally, a second heteroatom selected from N, O or S, wherein
said heterocycle is optionally substituted with methyl.

In certain embodiments, each of X' to X3 is —~CH-. In other embodiments,
one of X' to X° is —N- and the remainder are -CH-. Typically, when one of N X?
is -N-, X" is -N-.

In certain embodiments, such az when each of X' to X° is ~CH-, R?is s
selected from phenyl, fluoraphenyl, methylthiazolyl, pyrimidinyl, pyridyl and
pyrazolyl. In certain such embodiments, R? is selected from phenyl, fluoraphenyl,
2-methylthiazol-4-yl, pyridyl and pyrazol-1-yl. Preferably, R? is phenyl or pyridyl.

In certain embodiments, R' is -CH-R? and R? is a nitragen-containing
heterocycle optionally substituted with cne or more subatituents selected from Cy-Cy
alkyl, amino, halogen, methoxy and methoxy-C)-Cy-alkyl. In these embodiments,
X' to X3 and R? can have any of the values desaribed abave, In certain such
embodiments, R? is phenyl, pyridyl or 3-flucrophenyl; N2 and XP are —CH- and X' is
—CH- or —N-; or both. ‘

In certain embodiments, R is -CHz-R3; and R? is selected from piperazin-1-
yl, 4-(methoxyethy-piperazin-1-yl, 3,5-dimethylpiperazin-1-yl, morpholin-4-yl,
piperidin-1-yl, 4-aminopiperidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, 3-fluaropyrralidin-1-yl,
-NH-(pyrrolidin-3-y1), and 1,4-diaza-bicyclo[2.2.1]Theptan-1-yl. In these
embodiments, X' to X° and R? can have any of the values described above, but
typically R? is phenyl, pyridyl or 3-flusrophenyl; X% and X? are ~CH- and X' is -
CH- or —N-; or both. '

In certain such embodiments, R is selected from 4-(methoxyethyl)-
piperazin-1-yl, marpholin-4-yl, piperidin-1-yl and 4-aminopiperidin-1-yl. When R?
has these values, R? is typically phenyl, 3-flusrophenyl or pyridyl. Also, typically
X% and X? are —CH- and X' is =CH- or -N-. In particular embodiments, X' iz -CH-

or —N-; X? and X are ~CH-; R? is phenyl, 3-fluorophenyl or pyridyl; and R'is-
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CHa-R* where R? is selected from 3-(methoxyethyl)-piperazin-1-yl, morpholin-4-yl,
piperidin-1-yl and 4-aminopiperidin-1-yl.
In another embodiment, sirtuin-modulating compounds of the invention are

represented by Structural Formula (V):

or a salt thereof, wherein:
ring A is selected from:

<

. .[;”‘n . l;N\NH ATy . = - l?N—CH
S = N2 (2 =~ 13
R' is a solubilizing group; and
10 R"isa-H or -)-CH,.
In yet another embodiment, sirtuin-modulating compounds of the invention

are represented by Structural Formula (VI):

~ "N .-
G
B
' o)

HN
Ne-S —
0
R*J:/‘ N

(VI);
15  orasalt thereof, wherein:

ring B is selected from:

¥ o
=N S
s/ Cha \Nlr )
\<
o or # - and
R' is a solubilizing group.
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Preferred solubilizing groups for Structural Formula (V)-(VI) are the same as
for Structural Formulas (I)-(IV) as described above.

Compounds of the invention, including novel compounds of the invention,
can also be used in the methods described herein.

Sirtuin-modulating compounds of the invention advantageously modulate the
level and/or activity of a sirfuin protein, particularly the deacetylase activity of the
sirtuin protein.

Separately or in addition to the above properties, certain sirtuin-modulating
compounds of the invention do not substantially have one or more of the following
activities: inhibition of PI3-kinase, inhibition of aldoreductase, inhibition of tyrosine
kinase, tranzactivation of EGFR tyrosine kinase, coronary dilation, or spasmolytic
activity, at comcentrations of the compound that are effective for modulating the
deacetylation activity of a sivtuin protein (e.g., such as a SIRTT and/or a SIRT3
protein).

An alkyl group is a straight chained, branched or cyclic non-aromatic
hydrocarbon which is completely saturated. Typically, a straight chained or
branched alkyl group haz from 1 to about 20 carbon atoms, preferably from 1 to
about 10, and a cyclic alkyl group has from 3 to about 10 carbon atoms, preferably
from 3 to about 8. Examples of straight chained and branched alkyl groups include
methyl, ethyl, n-propyl, iso-propyl, n-butyl, sec-butyl, tert-butyl, pentyl, hexyl,
pentyl and octyl. A C1-C4 straight chained or branched alkyl group is also referred
to as a "lower alkyl" group.

Aromatic (aryl) groups include cm‘Bocyc:lic aromatic groups such as phenyl,
naphthyl, and anthracyl, and heteroaryl groups such as imidazolyl, thienyl, furyl,
pyridyl; pyrimidyl, pyranyl, pyrazolyl, pyrroyl, pyrazinyl, thiazolyl, oxazolyl, and
tetrazolyl.

Aromatic groups also include fused polycyclic aromatic ring systems in
which a carbacyclic aromatic ring or heteroaryl ring is fused (o one or more other
heteroaryl rings. Examples include benzothienyl, benzofuryl, indolyl, quinolinyl,
benzothiazole, benzoxazole, benzimidazole, quinolinyl, isoquinolinyl and isaindolyl.

Suitable substituents on an alkyl or aryl group (carbocyclic and heteroaryl)

are those which do not substantially interfere with the ability of the disclosed
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compounds to have one or more of the properties disclosed herein. A substituent
substantially interferes with the properties of a compound when the magnitude of the
property is reduced by more than about 50%% in a compound with the substituent
compared with a compound without the substituent. Examples of suitable
substituents include -OH, halogen (-Br, -Cl, -I and -F), -OR?, -O-COR?, -COR?,
-C(M)R?, -CN, -NO?, -COOH, -COOR?, -OCOR, -C{OHNR’R", -OC{ONR'R", -
SO,H, -NHa, -NHR?, -N(R’R?), -COOR?, -CHO, -CONH., -CONHR?, -CON(R®RD),
NHCOR?, -NRCOR?, -NHCONH-, -NHCONR’H, -NHCON(R'R?), -NR*CONH,, -
NR°CONRH, -NR°CON(R*R"), -C(=NH)-NH,, -C(=NH)-NHR?, -C(=NH)-
N(R'R"), -C{=NR")-NH,, -C(=NR")-NHR?, -C(=NR?)-N(R*R"), -NH-C(=NH)-NH,,
“NH-C(=NH)-NHR?, -MH-C(=NH)-N(R°R?), -NH-C{=NR*)-NH;, -NH-C(=NR")-
NHR?, -NH-C(=NR®)-N(R’RP), -NR*H-C(=NH)-NHa, -NR%-C{=NH}-NHR?,
“NR-C(=NH)-M(RR"), -NR%-C(=NR‘)-NH;, -NR%-C(=NR%)-NHR’,
-NRLC(=NR®)-N(R?R®), -NHNH,, -NHNHR?, -NHR’R", -80:MNH-, -SC-NHR,,
-SO,NRR®, -CH=CHR?, -CH=CR"R?, -CR"=CR°R®, CR"*=CHR", -CR*=CR"R", -
CCR?, -SH. -SO.R* (k is 0, I or 2), -S(0)OR? (kis 0, 1 or 2) and -MH-C(=NH)-
NH;. R®-RY are cach independently an optionally substituted group selected from an
aliphatic, benzyl, or aromatic group, preferably an alkyl, benzylic or aryl group.
Optional substiteents on R2-RY are selected from NH;, NH(C4aliphatic), N(C).
saliphatic)s, halogen, Caliphatic, OH, O(C;_saliphatic), N, CN, COsH, CO(C).
satiphatic), O(haloC.. aliphatic), or haloC)_yaliphatic, wherein each of the foregoing
Ci.saliphatic groups of is unsubstituted. In addition, -NR°R®, taken together, can
alao form a substituted or unsubstituted non-aromatic heterocyclic group. A
substituted aliphatic or substituted aryl group can have more than one substituent.
Typical substituents on an aryl ring are selected from a solubilizing group,
halogen; -R®; -OR®; -SR®; 1,2-methylenedioxy; 1,2-ethylenedioxy; phenyl (Ph)
optienally substituted with R”; -O(Ph) optionally substituted with R®; -¢CHz),.2(Ph),
optionally substituted with R®; -CH=CH(Ph), optionally substituted with R®; -NQx; -
CN; -N(R")z; -CiOCIOR?; -C{OWHACOmR®; -COLRE; -COOR®; -Se0):R7;
-SOAN(R?)2; -SU)R™; -NR*SO:N(R)y; -NR*SO:R®; -C(=8)N(R*); or -C(=NH)-

M(R®)2; or wherein each independent occurrence of R* is selected from hydrogen,
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optionally substituted Cy.¢ aliphatic, an unsubstituted 5-6 membered heteroaryl or
heterocyelic ring, phenyl, -O(Ph), or -CH4(Ph), or, notwithstanding the definition
above, two independent occurrences of R°, on the same substituent or different
substituents, taken together with the atom(s) to which each R® group is bound, form
5 a3-8-membered cycloalkyl, heterocyelyl, aryl, or heteroaryl ring having 0-3
heteroatoms indepenﬂently selected from nitrogen, oxygen, or sulfur. Optional
substituents on the aliphatic group of R* are selected from NHa, NH(C,,aliphatic),
N(C).saliphatic), halogen, C)aliphatic, OH, O(C,_aliphatic), NO, CN, CO:H,
C(Oy(Cqaliphatic), O(haloCy .y aliphatic), or haloCyaliphatic, wherein each of the
10 foregoing C4aliphatic groups of R is unsubstituted

Combinations of substituents and variables envisioned by this invention are
only those that result in the formation of stable compounds.  As used herein, the
term “stable” refers to compounds that possess stability sufficient to allow
manufacture and that maintain the inlegrity of the compound for a sufficient paried

15  oftime to be useful for the purposes detailed herein.

As used herein, a "solubilizing group” is a moiety that has hydrophilic
character sufficient to improve or increase the water-solubility of the compound in
which i1 i3 included, as compared to an analog compound that dees not include the
group. The hydrophilic character can be achieved by any means, such as by the

20 inclusion of functiomal groups that ionize under the conditions of use to form
charged moicties (e.g., carboxylic acids, sulfonic acids, phosphoric acids, amines,
ete); groups that include permanent charges (e.g., quaternary ammonium groups);
and/or heteroatoms or heteroatomic groups (e.g., O, S, M, NH, N-(CHz),-R?,

N-(CH: )y~ C(0)R?, N-(CHz)y-CANOR?, N-(CHa)y-S(01R . N-{CH.),-S{010R,

b
L

M-(CHz)y-C{DINRR?, etc., wherein R is selected from hydrogen, lower alkyl,
lower cycloalkyl, (Co-C'14) aryl, phenyl, naphthyl, (C7-22@) arylalkyl and henzyl,
wherein R? is optionally substituted; and y is an integer ranging from 0 to 6),
optionally substituted heterocyclic groups (e.g., -(CHg)n-Rb, -(CI—]_g)..,-C(D)-Rb,
«(CH)y-0-(CH2),-R®, wherein R is selected from an aptionally substituted zaturated
30 monocyclic heterocycle, an optionally substituted saturated bicyclic fused

heterocycle, an optionally substituted saturated bicyclic spiro heterocycle, an
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opticnally substituted hetercaryl and an optionally substituted partially substituted
non-aryl heterocycle; and n is an integer ranging from 0 to 2). It should be
understood that substituents present on R* or R® need not improve or increase water
solubility over their unsubstituted counterparts to be within the scope of this
definition. All that is required is that such substituents do not significantly reverse
the improvement in water-solubility afforded by the unsubstituted R* or R® moiety.
In one embodiment, the solubilizing group increases the water-solubility of
the corresponding compound lacking the solubilizing group at least S-fold,
preferably at least 10-fold, more preferably at least 20-fold and most preferably at
least S0-fold.
In one preferred embodiment, the solubilizing group is a moiety of the
formula:
-( CHz)n—R'OO-N(R'O')(R'O'), wherein:
n is selected from 0, 1 or 2;
R'% s selected from a bond, -C(1)-, or -O(CHa)y,; and

each R'"

is independently selected from:
a. hydrogen;
b. C}-Cy straight or branched alkyl, wherein said alkyl is optionally substituted

with halo, CN, OH, 0-(C,-C, straight or branched alkyl), N(R,"W(R,"), or =0,

Ly 22
¢ 2y :
¥4
— &20
Z|21 %
Z55 p
d. 2L~ 223 ,
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. both R' moieties are takei together with the nitrogen atom to which they

Z34 5":,
z 35/ ~ T /
Zas L3
are bound to form a ring of the structure 437 ,
S
—Z30
231 \ N/
N 3
Z3— Ry— N
Z2a , or AN / ; Or
g. both R' moieties are taken together with the nitrogen atom to which they
5 are bound to form a S-membered heteroaryl ring containing 1 to 3 additional
N atoms, wherein said heteroaryl ring is opticnally substituted with Ry’
wherein;
cach Z is independently selected from -O-, -S-) -NR -, or -C(R3HR)-,
wherein:
10 at least three of Zy, Zyy, Zi, and Z;, are -C(RSO')(R”)-;

at least three of Za,, Zo;, Z36, Z27, and Zag are -C (RSO)(RSO)—;
at least four of Zsg, Zs,, Z+3, and Z5; are -C(R5 0)(RSO)—; and
at least four of Zsy, Zs5, Zsg, Za7, and Zsg are -C(R*(R)-;
each R is independently selected from hydrogen or a Ci-Cy straight or
15 branched alkyl optionally substituted with one or more substituent independently
selected from halo, -CN, -OH, -OCH;, -NH-, -NH{CH,), -N(CH;)-, or =,
each R is independently selected from Ry, halo, CN, OH, O-(C-C, straight
or branched alkyl), N(R,"(R", =CR,', SR I’y =NRy, =MORY, or =0
any two suitable non-cyclic R* are optionally bound to one another directly
20 orwviaa Cy to Cz alkylene, alkenylene or alk:anediylidene bridge to produce a

bicyclic fused or spiro ring; and

22

27



WO 2008/156869 PCT/US2008/007776
4 Z"-i ,,:zﬁ'-\ Z‘s4 ., }l‘\’ 7
et " . 2 27 g L3
L3 l 2570 Z35 M z7 X
Zy; Lo 7 Zo,  oZs /
\\Z:’ ‘-;3;'_‘\7'__ ~ -,_: ’ “o._\7
any 37 , —=d s =37 , Or =33

10

15

20

ring structure is optionally benzofused or fused to a monocyclic hetercaryl to
produce a bicyclic ring.

For clarity, the term “C to C; alkylene, alkenylene or alkanediylidene
, =CH-, -
CH=CH-, or =CH-CH=. The two R* muieties that are optionally bound to one

bridge” means the multivalent structures -CHj-, -CH,-CH;-, -CH=

another can be either on the same carbon atom or different carbon atoms. The
former produces a spiro bicyclic ring, while the latter produces a fuzed bicyclic ring.
It will be obvious to those of skill in the art that when two R are bound to one

another (o form a ring (whether directly or through one of the recited bridges), one
will be lost. A “suitable

or more terminal hydrogen atoms on each R ceordingly, a

non-cyclic R*" moiety available for forming a ring is a non-cyclic R that
comprises at least one terminal hydrogen atom.
In ancther embadiment, the solubilizing group 13 a2 moiety of the formula:

101
are as defined above.

«(CH2),-0-R'"' wherein n and R'
In yet another embodiment, the solubilizing group is a meiety of the formula:
-(CH),-C(0)-R", wherein n and R,' are as defined above.
In certain embodiments, a solubilizing group is selected from -(CH.)y-R ',
wherein nic 0, 1 or 2, preferably 2; and R'2 5 selected from

axvanses Crmenw hishaadend

Lo y

T I fl\l fll Ry R1’\N
f . l//Nﬁ @ (r] Q E ] [ j/ . F'J
~0 N

\ R1' PI R1 Ry H H AN

b 2 2
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wherein R,' groups are as defined abave.

In certain particular embodiments, a solubilizing group is selected from 2-
dimethylaminoethylcarbamoyl, piperazin-1-ylearbonyl, piperazinylmethyl,
dimethylaminomethyl, 4-methylpiperazin-1-ylmethyl, 4-aminopiperidin-1-yl-
methyl, 4-fluoropiperidin-1-yl-methyl, morpholinomethyl, pyirolidin-1-ylmethyl, 2-
oxo-4-benzylpiperazin-1-ylmethyl, 4-benzylpiperazin-1-ylmethyl, 3-oxopiperazin-1-
ylmethyl, piperidin-1-ylmethyl, piperazin-1-ylethyl, 2,3-dioxopropylaminemethyl,
thiazolidin-3-ylmethyl, 4-acetylpiperazin-1-ylmethyl, 4-acetylpiperazin-1-yl,
morpholing, 3,3-difluorcazetidin-1-ylmethyl, 2H-tetrazol-5-ylmethyl,
thiomorpholin-4-ylmethyl, 1-oxothiomorpholin-4-ylmethyl, 1,1-
dioxothiomeorpholin-4-ylmethyl, 1 H-imidazol-1-ylmethyl, 3,5-dimethylpiperazin-
lylmethyl, 4-hydroxypiperidin-1-ylmethyl, N-methyl(1-acetylpiperidin-4-yl)-
aminomethyl, N-methylquinuclidin-3-ylaminomethyl, 1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl,
1-methylpiperidin-3-yl-oxymethyl, or 4-flusropiperidin-1-yl.

To the extent not included within any of the definitions set forth above, the
term “zolubilizing group” alsa includes moieties disclosed as being attached to the
7-pasition of 1-cyclopropyl-6-fluora-1,4-dihydro-4-oxoquinoline-3-carboxylic acid
(ciprofloxacin) and its derivatives, as disclosed in PCT publications WO
2005/020165, WO 2005/049602, and WO 2005/033108, and European Patent

publications EP 0343324, EP 0688772, EP (1153143, EP 0159174; as well as “water-
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solubilizing groups” described in United States patent publication 2006/0035891,
The disclosure of each of these patent publications is incorporated herein by
reference.

The compounds dizclosed herein also include partially and fully deuterated
variants. In certain embodiments, one or more deuterium atoms are present for
kinetic studies. One of ordinary skill in the art can select the sites at which such
deuterium atoms are present.

Also included in the present invention are salts, particularly pharmaceutically
acceptable salts, of the sirtuin-modulating compounds described herein. The
compounds of the present invention that possess a sufficiently acidic, a sufficiently
basic, or both functional groups, can react with any of a number of inorganic bases,
and inorganic and organic acids, to form a salt. Alternatively, compounds that are
inherently charged, such az those with a quaternary nitrogen, can form a salt with an
appropriate counterion (e.g., a halide such as bromide, chloride, or fluoride,
particularly bremide).

The compounds and salts thereof described herein also include the hydrates
(e.g., hemihydrate, monohydrate, dihydrate, trihydrate, tetrahydrate) and solvates of
the compounds and salts thereof. Suitable solvents for preparation of solvates and
hydrates can generally be selected by a skilled artisan.

The compounds and salts thereof can be prezent in amaorphous or erystalline
(including co-crystalline and polymorph) forms.

Acids commaonly employed G form acid addition salts are inorganic acids
guch as hydrochloric acid, hydrobromic acid, hydroiodic acid, sulfuric acid,
phosphoric acid, and the like, and organic acids such as p-toluenesulfonic acid,
methanesulfonic acid, oxalic acid, p-bromophenyl-sulfonic acid, carbonic acid,
succinic acid, citric acid, benzoic acid, acetic acid, and the like. Examples of such
salts include the sulfate, pyrasulfate, bisulfate, sulfite, bisulfite, phosphate,
maonohydrogenphosphate, diliydrogenphasphate, metaphosphate, pyrophasphate,
chloride, bromide, indide, acetate, propionate, decanaate, caprylate, acrylate,
formate, isobutyrate, caproate, heptanoate, propiolate, oxalate, malonate, succinate,
suberate, sehacate, fumarate, maleate, butyne-1,4-dicate, hexyne-1,6-dioate,

benzoate, chlorobenzoate, methylbenzoate, dinitrobenzoate, hydroxybenzoate,
26
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methoxybenzoate, phthalate, sulfonate, xylenesulfonate, phenylacetate,
phenylpropionate, phenylbutyrate, citrate, lactate, gamma-hydroxybutyrate,
glycalate, tartrate, methanesulfonate, propanesulfonate, uaphthalene-1-sulfonate,
naphthalene-2-sulfonate, mandelate, and the like.

Base addition salts inclade thosze derived from inorganic bases, such as
ammonium or alkali or alkaline earth metal hydroxides, carbinates, bicarbonates,
and the like. Such bases useful in preparing the saltz of this invention thus include
sadium hydroxide, potassium hydroxide, ammonium hydroxide, potassium
carbonate, and the like.

Aceording to another embodiment, the present invention provides methods
of producing the above-defined sirtuin-modulating compounds. The compounds
may be synthesized using conventional techniques. Advantageously, these
compounds are conveniently synthesized from readily available starting materials.

One methaod of preparing compounds of the invention involves reacting the
following compound:

N X

X

NH NO,

~

“ NN
1 (R)a
wherein X is a leaving group (e.2., a halogen such as Cl), with a ring-clasing agent

(e.g., agent) to form the following compound:

\\\ S —
I Y/
A~ \ /,\\(R,)n |

This compound is typically chlorinated or brominated (e.g., with N-

bromosuccinimide) to form the following compound:

27
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Hal e .
\\/ \\///
where Hal represents a halogen, although other leaving groups are acceptable. This
compound is then reacted with an optionally protected nitrogen-containing
heteroring (e.g., an optionally protected R? group) to form the following compound:
O,N

/
\\‘-—%‘(R')n

wherein the nitrogen-containing heteraring iz optionally substituted and optionally

— N

includes one or more additional heteroatoma. The compound is reduced with an

appropriate reducing agent (e.2., iron powder) to form the following compound:

H,N
/)
() \ 2
L L TNR)

10 Thiz compound is subsequently reacted with a R%-substituted pyridine carboxylic
acid or a R%-substituted benzoic acid and, if needed, deprotected, to form a
compound of the invention.

Synthetic chemiatry transformations and methodologies useful in
synthesizing the sirtuin-modulating compounds described herein are known in the

15  art and include, for example, those described in R. Larock, Comprehensive Organic
Transformations (1989); T. W. Greene and P. G. M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, 2d. Bd. (1991); L. Fieser and M. Fieser, Ficser and Fieser's
Reagents for Qrganic Synthesiz (1994); and L. Paquette, ed., Encyclopedia of

Reagents for Organic Synthesisz (1995),
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In an exemplary embodiment, a sirtuin-modulating compound may traverse
the cyloplasmic membrane of a cell. For example, a compound may have a cell-
permeability of at Teast about 2075, 5095, 7590, S0%5, 90% or 95%.

Sirtuin-modulating compounds described herein may also have one or more
of the following characteristics: the compound may be essentially non-toxic to a
cell or subject; the sirtuin-modulating compound may be an organic molecule or a
small molecule of 2000 amu or less, 1000 amu or less; a compound may have a
half-life under normal atmospheric conditions of at least about 30 days, 60 days,
120 days, é months or 1 year; the compound may have a half-life in solutiom of at
least about 30 days, 60 days, 120 days, 6 months or 1 year; a sirtuin-maodulating
compound may be more stable in solution than resveratrol by at least a factor of
about 50%;, 2 fold, 5 fold, 10 fold, 30 fold, 30 fold or 100 fold; a sirtuin-modulating
compound may promote deacetylation of the DNA repair factor Ku70; a sirtuin-
madulating compound may promote deacetylation of Rel A/p6S; a compound may
increase general turnover rates and enhance the sensitivity of cella to TNF-induced
apoptosis.

In certain embadiments, a sirtuin-modulating compound daes not have any
substantial ability to inhibit a histone deacetylase (HDACs) clazs I, a HDAC class
II, or HDAC:z I and I, at comcentrations (e.32., in vivo) effective for modulating the
deacetylase activity of the sirtuin. For instance, in preferred embodiments the
sirtuin-modulating compound is a sirtuin-activating compound and is chosen to
have an EC;y for activating sirtuin deacetylase activity that is at least § fold less
than the ECsg for inhibition of an HDAC I and/or HDAC 11, and even more
preferably at least 10 fold, 100 fold or even 1000 fold less. Methods for aszaying
HDAC I and/or HDAC II activily are well known in the art and Kits to perform
such assays may be purchased commercially. See e.z., BioVision, Inc. (Mauntain
View, CA; world wide web at biovision.com) and Thomas Scientific (Swedeshoro,
NJ; world wide web at tomassci.com).

In certain embodiments, a sirtuin-modulating compaound does not have any
subatantial ability to modulate sirtuin homologs. In one embodiment, an activator
of a human sirtuin protein may not have any subztantial ability to activate a sirtuin

protein from lower eukaryotes, particularly yeast or human pathogens, at
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concentrations (e.g., in vivo) effective for aciivating the deacetylase activity of
human sirtuin. For example, a sirtuin-activating compound may be chosen to have
an BECs for activating a human sirtuin, such as SIRT1 and/or SIRT3, deacetylase
activity that is at least 5 fold less than the EC;p for activating a yeast sirtuin, such as
Sir2 (such as Candida, S. cerevisiae, etc.), and even more preferably at least 10
fold, 100 fold or even 1000 fold less. In another embodiment, an inhibitor of a
sirtuin protein from lower eukaryotes, particularly yeast or human pathogens, does
not have any substantial ability (o inhibit a sirtuin protein from humans at
concentrations (.., in vivo) effective for inhibiting the deacetylase activity of a
sirtuin protein from a lower eukaryote. For example, a sirtuin-inhibiting compound
may be chosen to have an ICs for inhibiting a hwinan sirtwin, such as SIRT1 and/or
SIRT3, deacetylase activity ihat is at least S fold less than the IC;q for inhibiting a
yeast sirfuin, such as Sir2 (such as Candida, S. cerevisiae, etc.), and even more
preferably at least 10 fold, 100 fold ar even 1000 fold less.

In certain embodiments, a sirtuin-madulating compound may have the
ability to modulate one or mare sirtuin protein homologs, such as, for example, one
or more of human SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRTG, or SIRT7. In one
embodiment, a sirluin-modulating compound has the ability to modulate both a
SIRT1 and a SIRT3 protein.

In other embodiments, a SIRT1 maodulator -:l|:sés not have any substantial
ability to modulate other sirtuin protein homelogs, such as, for example, one or
more of human SIRT?2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRTA, or SIRT7, at concentrations
(e. g;, in vivo) effective for modulating the deacetylase activity of human SIRT1.
For example, a sirtuin-modulating compound may be chozen to have an ED; for
modulating human SIRT1 deacetylaze activily that is at least 5 fold less than the
ED:q for modulating one or more of human SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRTS,
or SIRT7, and even more preferably at least 10 fold, 100 fold or even 1000 fold
lesz. In one embodiment, a SIRT1 modulator does not have any substantial ability
to modulate a SIRT3 protein.

In other embodiments, a SIRT3 modulator does not have any substantial
ability to modulate other sirtuin protein homologs, such as, for example, one or

more of human SIRT!, SIRT2, SIRT4, SIRTS, SIRTG, or SIRT7, at concentrations
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(e.g., in vivo) effective for moedulating the deacetylase activity of human SIRT3.
For example, a sirtuin-modulating compound may be chosen to have an EDs for
modulating human SIRT3 deacetylase activity that is at least 5 fold less than the
ED;g for madulating one or more of human SIRT1, SIRT2, SIRT4, SIRTS, SIRTs,
or SIRT7, and even more preferably at least 10 fold, 100 fold or even 1000 fold
less. In one embodiment, a SIRT3 modulator does not have any substantial ability
to modulate a SIRT1 protein.

In certain embaodiments, a sirtuin-modulating compound may have a
binding affinity for a sirtuin protein of about 10°°M, 107N, 107 '™, 1072M or less.
A sirtuin-modulating compound may reduce (activator) or increase (inhibitor) the
apparent Km of a sirtuin protein for its substrate or NAD- (or other cofactor) by a
factor of at least about 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 or 100, In certain embodiments,
Km values are determined uzing the mass spectrometry assay described hereim.
Preferred activéling compounds reduce the Km of a sirtuin for its substrate or
cofactor to a greater extent than caused by reaveratrol at a similar concentration or
reduce the Kim of a sirtuin for its substrate or cofactor similar to that caused by
resveratrol at a lower concentration. A sirtuin-modulating compound may increase
the Vmax of a sirtuin protein by a factor of at least about 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 or
100, A sirtuin-modulating compound may have an EDSO for modulating the
deacetylase aclivity of a SIRT1 and/or SIRT3 protein of less than about 1 nM, less
than about 10 nM, less than about 100 nM, less than about 1 pM, less than abaut 10
pM, less than about 100 uM, or from about 1-10 nM, from about 10-100 nM, from
about 0.1-1 puM, from about 1-10 pM or from about 10-100 pM. A sirtuin-
modulating compound may modulate the deacetylase activity of a SIRT1 and/or
SIRT3 protein by a factor of ai least about 5, 10, 20, 30, 50, or 100, as measured in
a cellular assay or in a cell based assay. A sirtuin-activating compound may cause
at least about 102, 30%¢, 50%;, 0%, 2 fold, 5 fold, 10 fold, 50 fold or 100 fold
greater induction of the deacetylase activity of a sirtuin protein relative to the same
concentration of resveratrol. A sirtuin-modulating compound may have an EDS0
for modulating SIRTS that 15 at least about 10 fold, 20 fold, 30 fold, 50 fold greater
than that for modulating SIRT1 and/or SIRT3.
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3. Exemplary Uses

In certain aspects, the invention provides methads for modulating the level
and/or activity of a sirtuin protein and methods of use thereof,

In certain embodiments, the invention provides methods for using sirtuin-
modulating compounds wherein the sirtuin-modulating compounds activate a sirtuin
protein, e.g., increase the level and/or activity of a sirtuin protein. Sirtuin-
madulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein
may be useful for a variety of therapeutic applications including, for example,
increasing the lifespan of a cell, and treating and/or preventing a wide variety of
diseases and dizorders including, for evample, diseases or disorders related to aging
or stress, diabeles, obesity, neurodegenerative diseases, cardiovascular disease,
blood clotting disorders, inflammation, cancer, and/or flushing, ete. The methods
comprise administering to a subject in need thereof a pharmaceutically effective
amount of a sirtuin-modulating compound, e.g., a sirtuin-activating compound.

While Applicanis do not wish (o be bound by theory, it is believed that
activators of the instant invention may interact with a sirtuin at the same location
within the sirtuin protein (e.g., active site or zite affecting the Km or Vmax of the
active site). It is believed that this is the reason why certain claszes of sirtuin
activators and inhibitors can have substantial structural similarity.

In certain embodiments, the sirtuin-modulating compounds described herein
may be taken alone or in combination with other compounds. In one embodiment, a
mixture of {wa or mare sirtuin-modulating compounds may be administered to a
subject in need thereof. In ancther embodiment, a sirtuin-modulating campound that
increases the level and/or activity of a sirtuin protein may be administered with one
or mare of the following compaunds: resveratral, butein, fisetin, piceatannol, or
quercetin. In an exemplary embodiment, a sirtuin-modulating compound that
increases the level and/or activity of a sirtuin protein may be administered in
combination with nicotinic acid. In another embodiment, a sirtuin-modulating
compound that decreases the level and/or activity of a sirtuin protein may be
administered with ane or more of the following compounds: nicotinamide (NAM),
suranim; NF023 (a G-protein antagonist), NF279 (a purinergic receptor antagonist);

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,5,tetramethylchroman-2-carboxylic acid); (-)-
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epigallocatechin (hydroxy on sites 3,5,7,3",4', 3'; (-)-epigallocatechin gallate
(Hydroxy sites 5,7,3',4',5" and gallate ester on 3); cyanidin choloride (3,5,7,3',4'-
pentahydroxyflavylium chloride); delphinidin chloride (3,5,7,3',4',5'-
hexahydroxyflavylium chloride); myricetin (cannabiscetin, 3,5,7,3',4',5'-
hexahydroxyflavone); 3,7,3' 4, 3-pentahydroxyflavone; gossypetin (3,5,7,8,3",4'-
hexahydroxyflavone), sirtinol; and splitomicin. In yet another embodiment, one or
meore sirfuin-modulating compounds may be administered with one or more
therapeutic agents for the treatment or prevention of varjous diseases, including, for
example, cancer, diabetes, neurodegenerative diseases, cardiavascular disease, bload
clotting, inflammaticon, flushing, abesity, ageing, stress, ete. In various
embodiments, combination therapies comprising a sirtuin-modulating compound
may refer to (1) pharmaceutical compositions that comprise onée or moré sirtuin-
modulating compounds in combination with one or more therapeutic agents (e.g.,
one or more therapeutic agents described herein); and (2) co-administration of one
or more sirtuin-madulating compounds with one or more therapeutic agents wherein
the sirtuin-modulating compound and therapeutic agent have not been formulated in
the same compositions (but may be present within the same kit or package, such as a
blister pack or other multi-chamber package; connected, separately sealed containers
(e.g., fuil pouches) that can be separated by the user; or a kit where the sirtuin
modulating compound(s) and ather therapeutic agent(z) are in separate vessels).
When using separate formulations, the airtvin-maodulating compound may be
administered at the same, intermittent, staggered, prior to, subsequent to, or
combinations thereof, with the administration of another therapeutic agent.

In certain embodiments, methods for reducing, preventing or treating
diseases or disorders using a sirtuin-modulating compound may also comprize
increasing the protein level of a sirtuin, such az human SIRT1, SIRT2 and/or SIRT3,
or homologs thereof. Increasing protein levels can be achieved by introducing into a
cell one or more copies of a nucleic acid that encodes a sirtuin. For example, the
level of a sirtuin can be increased in a mammalian cell by intraducing into the
mammalian cell a nucleic acid encoding the sirtuin, e.g., increasing the level of
SIRT1 by introducing a nucleic acid encoding the amino acid sequence set forth in

GenBank Accession No. NP_036370 and/or increasing the level of SIRT3 by
33



10

20

12
th

30

WO 2008/156869 PCT/US2008/007776

introducing a nucleic acid encoding the amino acid sequence set forth in GenBank
Accession No. AAH01042.

A nucleic acid that i3 introduced into a cell to increase the protein level of a
sirtuin may encode a protein that is at least about S0°, S3%%, 90%%, 93%%, 98%, or
009, jdentical to the sequence of a sirtuin, e.g., SIRT1 and/or SIRT3 protein. For
example, the nucleic acid encoding the protein may he at least about S0°%, 85%%,
000y, 953%, OS2y, or 99% identical to a nucleic acid encoding a SIRT1 (e.g. GenBank
Accession No. NM_012238) and/or SIRT3 (e.g., GenBank Accession No.
BC001042) protein. The nucleic acid may also be a nucleic acid that hybridizes,
preferably under stringent hybridization conditions, to a nucleic acid encoding a
wild-type sintuin, e.g., SIRT1 and/or SIRT3 protein. Stringent hybridization
conditions may include hybridization and a wash in 0.2 x SSC at A5 °C. When using
a nucleic acid that encodes a protein that is different firom a wild-type sirtuin protein,
such as a protein that is a ﬁ'agment of a wild-type sirtuin, the protein is preferably
biologically active, e.g., is capable of deacetylation. It is only necessary to express in
a cell a portion of the sirtuin that is biologically active. For example, a protein that
differs from wild-type SIRT1 having GenBank Accession No. NP_036370Q,
preferably contains the core structure thereof, The core structure sometimes refers to
amino acids 62-293 of GenBank Accession No. NP 03 36370, which are encoded by
nucleotides 237 to 932 of GenBank Accession No. NM_012238, which
encompasses the NAD binding as well az the substrate binding dormainas. The core
domain of SIRT1 may also refer to about amino acids 261 t» 447 of GenBank
Accession No, NP_036370, which are encoded by nucleotides 334 to 1394 of
GenBank Accession o, HM_012235; to about amino acids 242 o 493 of GenBank
Accession No. NP_036370, which are encoded by nucleotides 777 to 1532 of

GenBank Accession No. NM_012238; or to about amino acids 254 w 495 of

N
W
7]

GenBank Accession No. NP_034370, which are encoded by nucleotides S13 15 1
of GenBank Accession No. NM_012238. Whether a protein retains a biological
function, e.g., deacetylation capabilities, can be determined according to methods
known in the art.

In certain embodiments, methods for reducing, préventing or treating

dizeases or disorders using a sirtuin-modulating compound may also comprise
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decreasing the protein level of a sirtuin, such as human SIRTI1, SIRTZ and/or
SIRT3, or homologs thereof. Decreasing a sirtuin protein level can be achieved
according to methods known in the art. For example, an siRNA, an antisense nucleic
acid, or a ribozyme targeted to (he sirtuin can be expressed in the cell. A dominant
negative sirtuin inutant, e.g., a mutant that is not capable of deacetylating. may also
be used. For example, mutant H363Y of SIRT1, described, e.g., in Luo et al. (2001)
Cell 107:137 can be used. Alternatively, agents that inhibit transcription can be used.

Methods for modulaling sivtuin protein levels also include methods for
modulating  the (transcription of genes encoding  sirtuins, methods  for
stabilizing/destabilizing the corresponding mRMAs, and other methods known in the
art. |
Aging/Stress

In one embodiment, the invention provides a method extending the lifespan
of a cell, extending the proliferative capacity of a cell, slowing aging of a cell,
promoting the survival of a cell, delaying cellular senescence in a cell, mimicking
the effects of calorie restriction, increasing the resistance of a cell to stress, or
preventing apoptosis of a cell, by contacting the cell with a sirtuin-madulating
compound of the invention that increazes the level and/or activity of a sirtuin
protein. In an exemplary embadiment, the methods comprise contacting the cell
with a sirtuin-activating compound.

The methods described herein may be used to increase the amount of time
that cells, particularly primary cells (i.e., cells abtained from an organizm, ¢.8., a
human), may be kept alive in a cell culture. Embryonic stem (ES) cells and
pluripotent cells, and cells differentiated therefrom, may also be treated with a
sirtuin-modulating compound that increases the level and/or activity of a sirtuin
protein to keep the cells, or progeny thereof, in culture for longer periods of time.
Such cells can also be used for transplantation into a subject, &.g., after ey vive
modification.

In one embhodiment, cells that are intended to be preserved for long periads
of time may be treated with a sirtuin-maodulating compound that increases the level
and/or activity of a sirtuin protein. The cells may be in suzpension (e.g., blood cells,

serum, biological growth media, etc.) or in tissues or organs. For example, blood
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collected from an individual for puiposes of transfusion may be treated with a
sirtuin-modulating compound that increases the level and/or activity of a sirtuin
protein to preserve the blood cells for longer periods of time. Additionally, blood to
be used for forensic purposes may also be preserved using a sirtuin-modulating
compound that increases the level and/or activity of a sirtuin protein. Other cells
that may be treated to extend their lifespan or protect against apoptosis include cells
for consumption, &.3., cells from non-human mammals (such as meat) or plant cells
(such as vegetables).

Sirtuin-modulating compounds that inerease the level and/or activity of a
sirtuin protein may also be applied during developmental and growth phases in
mammals, plants, insects or micronrganisms, in order to, e.g., alter, retard or
accelerate the developmental and/or growth process.

In another embodiment, sirtuin-modulating compaounds that increase the
level and/or activity of a siviuin protein may be used to treat cells useful for

transplantation or cell therapy, including, for example, solid tissue grafts, organ

may be an autograft, an allografi, a syngrafl or a xenografl. The cells or tissue may
be treated with the sirtuin-maodulating compound prior to
administration/implantation, concurrently with administration/implantation, and/or
post administration/implantation into a subject. The cells or tissue may be treated
prior to removal of the cells from the donor individual, ex vive after remaval of the
cells or tissue from the donor individual, or post implantation into the recipient. For
example, the donor or recipient individual may be treated systemically with a
sirtuin-madulating compound or may have a subset of cells/tizsue treated locally
with a sirtiin-modulating compound that increases the level and/or activity of a
sirtuin protein. In certain embodiments, the cells or tisane (or donao/recipient
individuals) may additionally be treated with another therapeutic agent useful for
prolonging graft survival, such as, for example, an immunosuppressive agent, a
cytokine, an angiogenic factor, etc.

In yet other embodiments, cells may be treated with a sirtuin-modulating
compound that increases the level and/or activity of a sirtuin protein in vivg, e.g., to

increase their lifespan or prevent apoptosis. For example, skin can be protected
36
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from aging (e.g., developing wrinkles, loss of elasticity, etc.) by treating skin or
epithelial cells with a sirtuin-modulating compound that increases the level and/or
actiQity of a sirtuin protein, In an exemplary embodiment, skin i3 contacted with a
pharmaceutical or cosmetic composition comprising a sirtuin-madulating
compound that increases the level and/or activity of a sirtuin protein. Exemplary
skin afflictions or skin conditions that may be treated in accordance with the
methods described herein include disorders or diseases associated with or caused by
inflammation, sun damage or natural aging. For exarnple, the compositions find
utility in the prevention or treatment of contact dermatitis (including imvitant contact
dermatitis and allergic contact dermatitis), atopic dermatitiz (also known as allergic
eczema), actinic keratosis, keratinization disorders (including eczema),
epidermolysiz bullosa diseases (including penfigus), exfoliative dermatitis,
seborrheic dermatitis, erythemas (including erythema multiforme and erythema
nodosum), damage caused by the sun or other light sources, discoid lupus
erythematosus, dermatomyositis, psoriasis, skin cancer and the effectz of natural
aging. In another embodiment, sirtuin-madulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein may be used for the treatment of wounds
and/or burns to promate healing, including, for example, first-) second- or third-
degree burns and/or a thermal, chemical or electrical burns. The formulations may
be administered topically, to the skin or mucosal tissue.

Topical formulations comprising one or more sirtuin-modulating
compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein may also be
used as preventive, ¢.2., chemopreventive, compaositions. When used in a
chemopreventive method, susceptible skin is treated prior to any visible condition
in a particular individual.

Sirtuin-modulating compounds may be delivered locally or systemically to a
subject. In one embodiment, a sirtuin- mudulatmg componnd is delivered locally to
a tissue or organ of a subject by injection, topical formulation, ete.

In anather embodiment, a sirtuin-modulating compound that increases the
level and/or activity of a sirtuin protein may be used for treating or preventing a
disease or condition induced or exacerbated by cellular senescence in a subject;

methads for decreasing the rate of senescence of a subject, e.g., after onset of
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senescenﬁe; methods for extending the lifespan of a subject; methods for treating or
preventing a disease or condition relating to lifespan; methods for treating or
preventing a Jisease or condition relating to the proliferative capacity of cells; and
methods for treating or preventing a disease or condition resulting from cell
damage or death. In certain embodiments, the methad does not act by decreasing
the rate of ocourrence of diseases that shorten the lifespan of a subject. In certain
embodiments, a methad does not act by reducing the lethality caused by a disease
such as cancer.

In yet another embodiment, a sirtvin-modulating compound that increases
the level and/or activity of a sirtuin protein may be administered to a subject in
order to generally increase the lifespan of its cells and (o protect its cells against

streas and/or against apoptosis. It is believed that treating a subject with a
compound described herein is similar to subjecting the subject to hormesis, i.e.,
mild stress that is beneficial to organisms and may extend their lifespan.

Sirtvin-modulating compounds thai increase the level and/or activity of a

sirtuin protein may be administered o a subject 1o prevent aging and aging-related

consequences or diseases, such as stroke, heart disease, heart failure, arthritis, high
blood pressure, and Alcheimer's disease. Other conditiona that can be treated

include ocular disorders, e.g., associated with the aging of the eye, such as
cataracts, glaucoma, and macular degeneration. Sirtuin-modulating compounds that
increase the level and/or activity of a sirtuin protein can also be administered to
subjects for reatment of diseases, e.g., chronic diseases, associated with cell death,
in order to protect the cells from cell death. Exemplary diseases include those
associated with neural cell death, neuronal dysfunction, or muscular cell death or
dysfunction, such as Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, multiple sclerosis,
amniotropic lateral sclerosis, and muzcular dystrophy; AIDS; fulminant hepatitis;
diseases linked to degeneration of the brain, such as Creutzfeld-Jakob dizease,
retinitis pigmentosa and cercbellar degeneration; myelodysplazis such as aplastic
anemia; ischemic diseases such as myocardial infarction and strol:e; hepatic
diseases such as alcoholic hepatitis, hepatitis B and hepatitis C; joint-diseases such

as osteoarthritis; atherosclerocis; alopecia; damage to the skin due to UV light;
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lichen planus; atrophy of the skin; cataract; and graft rejections. Cell death can also
be cauzed by surgery, drag therapy, chemical exposure or radiation exposure.

Sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a
sirtuin protein can also be administered to a subject suffering from an acute disease,
e.g.. damage to an organ or tissue, e.g., a subject suffering from stroke or
myocardial infarction or a subject suffering from a spinal cord injury. Sirtuin-
modulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein
may also be used to repair an aleoholic’s liver.

Cardiovascular Disease

In another embodiment, the invention provides a methad for treating and/or
preventing a cardiovascular dizease by administering to a subject in need thereof a
sirtuin-modulating compound that increases the level and/or activity of a sirtuin
protein.

Cardiovascular diseases that can be treated or prevented using the sirtuin-
madulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein
include cardiomyapathy or myocarditis; such a3 idiopathic cardiomyopathy,
metabolic cardiomyopathy, alecoholic cardiomyapathy, drug-induced
cardiomyopathy, ischemic cardiorayapathy, and hypertensive cardiomyapathy.
Also treatable or preventable uwsing compounds and methods described herein are
atheromatous disorders of the major blood vessels (macrovascular disease) such as
the aorta, the coronary arteries, the carotid arteries, the cerebrovascular arteries, the
renal arteries, the iliac arteries, the fermoral arteries, and the popliteal arteries. Other
vascular diseases thal can be treated or prevented include those related to platelet

aggregation, the retinal arterioles, the glomerular arterioles, the vasa nervorum,

cardiac arterioles, and associated capillary beds of the eye, the kidney, the heart,
and the central and peripheral nervouz systems. The sirtuin-maodulating compounds
that increase the level and/or activity of a sirtuin protein may also be used for
increasing HDL levels in plasma of an individual.

Yet other disorders that may be treated with sirtuin-modulating compounds
that increase the level and/or activity of a sirtuin protein include restenoais, e.g.,
following coronary intervention, and disorders relating to an abnormal level of high

density and low density cholesterol.
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In one embodiment, a sirtuin-medulating compound that increases the level
and/or activity of a sirtuin protein may be administered as part of a combination
therapeutic with another cardiovascular agent. In one embodiment, a sirtuin-
modulating compound that increases the level and/or activity of a sirtuin protein
may be administered as part of a combination therapeutic with an anti-arrhythinia
agent. In another embodiment, a sirtuin-modulating compound that increases the
level and/or activity of a sirtuin protein may be administered as part of a
combination therapeutic with another cardiovascular agent.

Cell Death/Cancer

Sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a
sirtuin protein may be administered to subjects who have recently received or are
likely to receive a dose of radiation or toxin, In one embadiment, the dose of
radialion or toxin is received as part of a work-related or medical procedure, e.g.,
administered as a prophylactic measure. In another embodiment, the radiation or
toxin exposure is received unintentionally. In such a case, the compound is
preferably administered as soon as possible after the exposure to inhibit apoptosis
and the subsequent development of acute radiation syndrome.

Sirtuin-madulating compounds may also be used for treating and/or
preventing cancer. In certain embodiments, sirtoin-modulating compounds that
increase the level and/or activity of a airtuin protein may be vsed for treating and/or
preventing cancer. Calorie restriction has been linked to a reduction in the
incidence of age-related disarders including cancer. Accordingly, an increase in the
level and/or activity of a sirtuin protein may be useful for treating and/or preventing
the incidence of age-related disorders, such as, for example, cancer. Exemplary
cancers that may be treated using a sirivin-modulating compound are those of the
brain and kidney; hormone-dependent cancers including breast, prostate, testicular,
and ovarian cancers, lymphomas, and leukemias. In cancers associated with solid
tumors, a modulating compound may be adiministered directly into the tumor.
Cancer of bload cells, e.g., leukemia, can be treated by administering a modulating
compound into (the bleod stream or into the bone marrow. Benign cell growth, e.g.,
warls, can also be treated. Other diseases that can be treated include autoimmune

diseages, e.g., systemic lupus erythematosus, scleroderma, and arthritis, in which
40
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autoimmune cells should be removed. Viral infections such as herpes, HIV,
adenovirus, and HTLV-1 associated malignant and benign disorders can also be
treated by administration of sirtuin-modulating compound. Altematively, cells can
be obtained from a subject, treated ex vivo to remove certain undesirable cells, e.g.,
cancer cells, and administered back to the same or a different subject.

Chemotherapeutic agents may be co-administered with modulating
compounds described herein as having anti-cancer activity, e.g., compounds that
induce apoptosis, compounds that reduce lifespan or compounds that render cells
sensitive to stress. Chemotherapeutic agents may be used by themselves with a
sirtuin-modulating compound described herein as inducing cell death or reducing
lifespan or increasing sensitivity to stress and/or in combination with other
chemotherapeutics agents.  In addition to conventional chemotherapeutics, the
sirtuin-modulating compounds deacribed herein may also be used with antisense
RMA, RNAI or ather polynucleotides (o inhibit the expression of the cellular
components that contribute to unwanted cellular proliferation.

Combination therapies comprizing sirtuin-medulating compounds and a

‘conventional chemotherapeutic agent may be advantageous over combination

therapies known in the art because the combmation allows the ¢onventional
chemotherapeutic agent to exert greater effect at lower dosage. In a preferred
embodiment, the effective dose (EDsg) for a chemotherapeutic agent, or
combination of conventional chemaotherapeutic agents, when vsed in combination
with a sirtuin-maodulating compound is at least 2 fold less than the EDgg for the
chemotherapeutic agent alone, and even more preferably at § fold, 10 fold or even
25 fold less. Conversely, the therapeutic index (TI) for such chematherapeutic
agent or combination of such chematherapeutic agent when uszed in combination
with a sirtuin-modulating compound described herein can be at leaat 2 fold greater
than the T1 for conventional chemotherapeutic regimen alone, and even more
preferably at S fold, 10 fold or even 25 fold greater.
Neuronal Diseases/Disorders

In certain aspects, sirtuin-modulating compounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein can be used (o treat patients suffering from

neurodegenerative diseases, and traumatic or mechanical injury to the central
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nervous system (CNS), spinal cord or peripheral nervous system (PNS).
Neurodegenerative disease typically involves reductions in the mass and volume of
the human brain, which may be due to the atrophy and/or death of brain cells, which
are far more profound than those in a healthy person that are attributable to aging.

5 Neurodegeneralive diseases can evolve gradually, after a long period of normal
brain function, due to progressive degeneration (e.2., nerve cell dysfunction and
death) of specific brain regions. Alternatively, neurodegenerative diseases can have
a quick onset, such as thoze associated with trauma or toxins. The actual onset of
brain degeneration may precede clinical expression by many years. Examples of

10 neurodegencrative diseases include, but are not limited to, Alzheimer's disease
(AD), Parkinson's disease (PD), Huntington’s Jdisease (HD), amyotrophic lateral
sclerosis (ALS; Lou Gehrig's disease), diffuse Lewy body disease, chorea-
acanthocytosis, primary lateral sclerosis, ocular diseases (ocular neuritis),
chemotherapy-induced neuropathies (¢.g., from vineristine, paclitaxel, bortezomib),

15 diabetes-induced neuropathies and Friedreich's ataxia. Sirtuin-modulating
compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein can be wsed to
treat these disorders and others as described below.

AD is a CNS disorder that results in memory loss, unusual behavior,
personality changes, and a decline in thinking abilities. These losses are related to

20 the death of specific types of brain cells and the breakdown of connections and their
supporting network (e.g. glial cells) between them. The earliest symploms include
loss of recent memory, faulty judgment, and changes in personality. PD is a CNS
disorder that results in uncontrolled body movements, rigidity, tremor, and
dyskinesia, and 15 associated with the death of brain cells in an area of the brain that

25  produces dopamine. ALS (motor neuron diseaze) is a CNS disorder that attacks the
mator neurons, components of the CNS that connect the brain to the skeletal
muscles.

HD is another neurodegenerative disease that causes uncontrolled

movements, loss of intellectual faculties, and emotional disturbance. Tay-Sachs

—

30 disease and Sandhoff disease are glycolipid storage diseases where GM2 ganglioside
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and related glycolipidssubstrates for f-hexosaminidase accumulate in the nervous
system and trigger acute neurodegeneration.

It is well-known that apoptosis plays a role in AIDS pathogenesis in the
immune system. However, HIV-1 also induces neurological disease, which can be
treated with sirtuin-modulating compuounds of the invention.

Neuronal lozs is alao a zalient feature of prion diseases , such az Creutzfeldt-
Jakob disease in human, BSE in cattle (inad cow disease), Q‘.rapl’~ Disease in sheep
and goats, and feline spangiform encephalopathy (FSE) in cats. Sirtuin-modulating
compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein may he useful

for treating or preventing neuronal lozs due to these prior diseases.

[}

In another embodiment, a sirtuin-modulating compound that increases th
level and/or activity of a sirtuin protein may be used (o treat or prevent any disease
or disorder involving axonopathy. Distal axonopathy is a type of peripheral
neuropathy that results from some metabalic or toxic derangement of peripheral
nervous system (PNS) neurons. It is the most common response of nerves to
metabolic or toxic disturbances, and az such may be caused by metabolic diseases
such as diabetes, renal failure, deficiency syndromes such as malnutrition and
alcoholism, or the effects of toxins or drugs. Thosze with distal axonopathies usually
present with symmetrical glove-stocking sensori-motor disturbances. Deep tendon
reflexes and autonomic nervous system (ANS) functions are also lost or diminished
in affected areas.

| Diabetic neuropathies are neuropathic disorders that are associated with
diabetes mellitus, Relatively common conditions which may be associated with
diabetic neuropathy include third nerve palsy; mononeuropathy; mononeuritis
multiplex; diabetic amyotrophy; a painful palynearopathy; autonomic neurapathy;
and thoracoabdominal neurcpathy.

Peripheral neuropathy is the medical term for damage to nerves of the

peripheral nervous system, which may be caused either by diseases of the nerve or

from the side-effects of systemic illness. Major causes of peripheral neuropathy
include seizures, nutritional deficiencies, and HIV, though diabetes is the most likely
cause.
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In an exemplary embodiment, a siruin-modulating compound that increases
the level and/or activity of a sirtuin protein may be used (o treat or prevent multiple
sclerosis (MS), including relapsing MS and monosymptomatic MS, and other
demyelinating conditions, sach as, for example, chromic inflammatory
demyelinating polyneuropathy (CIDP), or symptoms associated therewith.

In yet another embodiment, a sirtuin-maodulating compound that increases
the level and/or activity of a sirtuin protein may be used to treat trauma to the
nerves, including, trauma due to disease, injury (including surgical intervention), or
environmental trauma (e.g., neurotoxing, alcoholism, ete.).

Sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a
sirtuin prolein may also be useful to prevent, treat, and alleviate symptoms of
various PNS disordera. The term “peripheral neuropathy” encompasses a wide range
of dizorders in which the nerves outside of the brain and spinal cord—peripheral
nerves—have been damaged. Peripheral neuropathy may alzo be referred to as
peripheral neuritis, or if many nerves are involved, the terms polyneuropathy or
polyneuritis may be used.

PNS diseases treatable with sivtuin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein include: diabetes, leprasy, Charcot-Marie-
Tooth diseaze, Guillain-Barré syndrome and Brachial Plexus Neuropathies (diseases
of the cervical and first thoracic roots, nerve trunks, cords, and peripheral nerve
components of the brachial plexus.

In another embodiment, a sirtuin activating compound may be uzed to treat
or prevent a polyzlutamine disease. Exemplary polyglutamine dizeases include
Spinobulbar muscular atrophy (Kennedy disease), Huntington’s Dizease (HD),
Dentatorubral-pallidoluysian atrophy (Haw River syndrome), Spinocerebellar ataxia
type 1, Spinocerebellar ataxia type 2, Spinocerebellar ataxia type 3 (Machado-
Jozeph disease), Spinacerebellar atavia type 6, Spinocerebellar ataxia type 7, and
Spinocerebellar ataxia type 17.

In certain embodiments, the invention provides a method to treat a central
nervous system cell to prevent damage in response to a decrease in blood flow to the
cell. Typically the severity of damage that may be prevented will depend in large

part on the degree of reduction in blood flow to the cell and the duration of the
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reduction. In one embodiment, apoptotic or necrotic cell death may be prevented. In
still a further embodiment, ischemic-mediated damage, such as eytoxic edema or
central nervous system tissue anoxemia, may be prevented. In each embodiment, the
central nervous system cell may be a spinal cell or a brain cell.

Another aspect encompasses administrating a sirtuin activating compound to

a subject to treat a central nervous system 1schemic condition. A number of central

compounds described herein. In one embodiment, the ischemic condition is a stroke
that results in any type of ischemic central nervous system damage, such as
apoptotic or necrotic cell death, cytoxic edema or central nervous system tissue
anoxia. The stroke may impact any area of the brain or be caused by any étiology
commeonly known to result in the occurrence of a stroke. In one alternative of this
embodiment, the stroke is a brain stem stioke. In another alternative of this
embodiment, the stroke is a cerebellar stroke. In still another embaodiment, the stroke
is an embolic stroke. In yet another alternative, the stroke may be a hemorrhagic
stroke. In a further embodiment, the siroke is a thrombotic stroke.

In yet another aspect, a sirtwin activating compound may be administered to
reduce infarct size of the ischemic core following a central nervous system ischemic
condition. Moreover, a sirtuin activating compound may also be beneficially
administered to reduce the size of the ischemic penumbra or transitional zone
following a central nervous system ischemic condition.

In one embodiment, a combination drug regimen may include drugs or
compounds for the treatmeit or prevention of nevrodegenerative disorders or
secondary conditions asaociated with these conditions. Thus, a combination drug
regimen may include one or more sirtuin activators and one or more anti-
neurodegeneration agents.

Blood Coagulation Disorders

In other aspects, sirtuin-modulating compaunds that increase the level and/or
activity of a sirtuin protein can be uzed o treat or prevent blood ceagulation
disorders (or hemostatic di sorders). As used interchangeably herein, the terms

“hemostasiz”, “blood coagulation,” and “blood clotting” refer to the control of

bleeding, including the physiological properties of vasoconstriction and coagulation.
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Blood coagulation assists in maintaining the integrity of mammalian circulation after
injury, inflammation, disease, congenital defect, dysfunction or other disruption.
Further, the formation of blaad clots does not only limit bleeding in case of an injury
(hemostasis), bun may lead o serious organ damage and death in the context of
atherosclerotic diseases by occlusion of an important artery or vein. Thrombosis is
thus bload clot formation at the wrong time and place. \

Accordingly, the present invention provides anticoagulation and
antithrombotic treatments aiming at inhibiting the formation of blood clats in order
to prevent or treat blood coagulation disorders, such as myocardial infarction, stroke,
loss of a limb by peripheral artery disease or pulmonary embolism.

As used interchangeably herein, “maodulating or modulation of hemostasis”
and “regulating or regulation of hemostasis” includes the induction (e.g., stimulation
or increase) of hemosiasis, as well as the inhibition (e.g., reduction or decrease) of
hemostasis.

In one aspect, the invention provides a method for reducing or inhibiting
hemaostasis in a subject by administering a sirtuin-madulating compound that
increases the level and/or activity of a sirtuin protein. The compaositions and methods
disclosed herein are useful for the treatment or prevention of thrombotic disorders. '
As used herein, the term “thrombotic disorder” includes any disarder or condition
characterized by excessive or unwanted coagulation or hemeostatic activity, or a
hypercoagulable state. Thrombotic disorders include diseases or disorders invalving
platelet adhesion and thrombus formation, and may manifest as an increased
propensity to form thromboses, e.g., an increased number of thrombases, thrombasis
at an early age, a familial tendency towards thrombasis, and thrambosis at unusual
sites.

In another embodiment, 4 combination drug regimen may include drugs or
compounds for the treaiment or prevention of bload coagulation disorders or
secondary conditions aszociated with these conditions. Thus, a combination drug
regimen may include one or more sirtuin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein and one or more anti-coagulation or anti-

thrombosis agents.
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In another aspect, sirtuin-modulating compounds that increase th
and/or activity of a sirtuin proiein may be used for treating or preventing weight gain
or obesity in a subject. For example, sirtuin-modulating compounds that increase the

5 level and/or activity of a sirtuin protein may be used, for example, to treat or prevent
hereditary obesity, dietary obesity, hormene related obesity, obesity related ta the
administration of medication, to reduce the weight of a subject, or to reduce or
prevent weight gain in a subject. A subject in need of such a treatment may be a
subject wha is obese, likely to become abese, overweight, or likely to become

10 overweight. Subjects who are likely to become cbese or averweight can be

identified, for example, based on family history, genetics, diet, activity level,
medication intake, or various combinations thereof.

In yet other embodiments, sirtmin-madulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein may be administered to subjects suffering

15 from a variety of other diseases and conditions that may be treated or prevented by

promoting weight loss in the subject. Such diseases include, for example, high blood
pressure, hypertension, high blood cholesteral, dyslipidemia, type 2 diabetes, insulin
resistance, glucose ininlerance, hyperinsulinemia, coronary heart disease, angina

pectoris, congestive heart failure, stroke, gallatones, cholescystitis and cholelithiasis,

20 gout, ostevarthritis, obstructive sleep apnea and respiratory problems, some types of

cancer (such as endometrial, breast, prostate, and colon), complications of
pregnancy, poor female reproductive health (such as menstrual irregularities,
infertility, irregular ovulation), bladder control problems (such as stress
incontinence); uric acid nephrolithiasis; psychaological disorders (such as depression,

25 eating disorders, distorted bady image, and low self esteem). Finally, patients with

AIDS can develop lipadystrophy or insulin resistance in response to combination
therapies for AIDS.

In another embodiment, sirtuin-modulating compounds that increase th

[q]

level and/or activity of a sirtuin protein may be used for inhibiting adipogenesis or

(9%)
sy

fat cell differentiation, whether in vitro or in viva. Such methods may be used for

{reating or preventing obesity.
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In other embodiments, airtuin-modulating compounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein may be used for reducing appetite and/or
increasing satiety, thereby causing weight loss or avoidance of weight gain. A
subject in need of such a freatment may be a subject who is overweight, abese or a
subject likely to become averweight or obese. The method may comprise
administering daily or, every oiher day, ar ouce a week, a dose, €.g., in the form of a
pill, to a subject. The dose may be an “appetite reducing dose.”

In an exemplary embodiment, sirtuin-modulating compounds that increase
the level and/or activity of a sirtuin protein may be administered as a combination
therapy for treating or preventing weight gain or abesity. For example, one or more
sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin
protein may be administered in combination with one or more anti-obesity agents.

In another embodiment, siruin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein may be administered to reduce drug-induced
weight gain. For example, a sirtuin-madulating compound that increases the level
and/or activity of a sirtuin protein may be administered as a combination therapy
with medications that may stimulate appetite or cause weight gain, in particular,
weight zain due to factors other than water retention.

Metabolic Disorders/Diabetes

In another aspect, sirtuin-modulating compounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein may be used for treating or preventing a metabolic
disorder, such as insulin-resistance, a pre-diabetic state, type II diabetes, and/or
complications thereof. Administration of a sirtuin-modulating compounds that
increases the level and/or activity of a sirtuin protein may increase insulin sensitivity
and/or decrease insulin levels in a subject. A subject in need of such a treatment may
be a subject who has insulin resistance or other precursor symptorn of type 11
diabetes, who has type II diabetes, or who is likely to develop any of these
conditions, For example, the subject may be a subject having insulin resistance, e.g.,
having high circulating levels of insulin and/or associated conditions, such as
hyperlipidemia, dyslipogenesis, hyperchalesterolemia, impaired glucaose tolerance,
high blood glucose sugar level, other manifestations of syndrome X, hypertension,

atherosclerosis and lipodystrophy.
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In an exemplary embodiment, sirtuin-medulating compounds that increase
the level and/or activity of a sirtuin protein may be administered as a combination
therapy for treating or preventing a metabolic disorder. For example, one or more
sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin
protein may be administered in combination with one or more anti-diabetic agents.
Inflammatory Diseases

In other aspects, sirtuin-modulating compounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein can be used to treat or prevent a disease or
disorder associated with inflammation, Sirtuin-madulating compounds that increase
the level and/or activity of a sirtuin prolein may be administered priov to the onset
of, at, or after the initiation of inflammation. When used prophylactically, the
compounds are preferably provided in advance of any inflammatory response or
symptom. Administration of the compounds may prevent or attenuate inflammatory
responses or symptoms,

In another embodiment, sirtuin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein may be uzed to treat or prevent allergies and

respiratory conditions, including asthma, bronchitis, pulmonary fibrosis, allergic
rhinitis, oXygen toxicity, emphysema, chronic bronchitis, acute respiratory distress
syndrome, and any chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The
compounds may be used to treat chronic hepatitis infection, including hepatitis B
and hepatitis C.

Additionally, sirtuin-modulating compaunds that increase the level and/or
activity of a sirfuin protein may be used to treat auteinimune diseases and/or
inflammation associated with antoimmune diseases such as organ-tissue
autoimmune diseases (e.g., Raynaud's syndrome), scleroderma, myasthenia gravis,
transplant rejection, endbtoxin shock, sepsis, psoriasis, eczema, dermatitis, multiple
sclerosis, auteimmune thyroiditis, uveitis, systemic lupus erythematosis, Addison's
disease, autoimmune polyzlandular disease (also known as autoimmune
polyglandular syndrome), and Grave's disease.

In certain embodiments, one or more sirtuin-modulating compounds that
increase the level and/or activity of a sirtuin protein may be taken alone or in

combination with other compounds useful for treating or preventing inflamumation.
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Flushing

In another aspect, sirtuin-modul;;:ting compounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein may be used for reducing the incidence or severnty
of flushing and/or hot flashes which are symptoms of a disorder. For instance, the
subject method includes the use of sirtuin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirfuin protein, alone or in combination with other agents,
for reducing incidence or severity of flushing and/or haot flashes in cancer patients.
In other embodiments, the method provides for the use of sirtuin-modulating
compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein to reduce the
incidence or severity of flushing and/or hot flashes in menopausal and post-
menopausal woman.

In another aspect, sirtvin-maodulating compaounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein may be used as a therapy for reducing the
incidence or severity of flushing and/or hot flashes which are side-effects of another
drug therapy, e.g., drug-induced flushing, In certain embodiments, a method for
treating and/or preventing drug-induced flushing comprises administering to a
patient in need thereof a formulation comprising at least one flushing inducing
compound and at least one sirtuin-modulating compound that increazes the level
and/or activity of a sirtuin protein. In other embodiments, a method for treating diug
induced flushing comprises separately administering one or more compounds that

induce flushing and one or mare sirtuin-maodulating compounds, €.2., wherein the

sirtuin-modulating compound and flushing inducing agent have not been formulated

in the same compositions. When using separate formulations, the sirtuin-modulating
compound may be administered (1) at the same as administration of the flushing
inducing agent, (2) iniermitienily with the flushing inducing ageni, (3) staggered
relative to administration of the flushing inducing agent, (4) prior to administration
of the flushing inducing agent, (5) subsequent to administration of the flushing
inducing agent, and (6) various combination thereof. Exemplary flushing inducing
agents include, for example, niacin, faloxifene, antidepressants, anti-psychotics,
chemotherapeutics, calcium channel blockers, and antibiotics.

In one embodiment, sirtuin-modulating compounds that increase the level

and/or activity of a sirtuin protein may be used to reduce flushing side effects of a
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vasodilator or an antilipemic agent (including anticholesteremic agents and
lipotropic agents). In an exemplary embodiment, a sirtuin-modulating compound
that increases the level and/or activity of a sirtuin protein may be used to reduce
flushing associated with the administration of niacin.

In another embodiment, the invention provides a methed for treating and/or
préventing hyperlipidemia with reduced flushing side effects. In another
representative embaodiment, the method involves the use of sirtuin-medulating
compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein to reduce
flushing side effects of raloxifene. In another representative embodiment, the

method involves the usze of sirtuin-modulating compounds that increase the level

“and/or activity of a sirtuin protein to reduce flushing side effectz of antidepressants

or anti-psychotic agent. For instance, sirtuin-modulating compounds that increase

the level and/or activity of a sirtuin protein can be used in conjunction (administered

separately or together) with a serotonin reuptake inhibitor, or a SHT?2 receptor
antagonist,

In certain embodiments, sirtuin-modulating compounds that increaze the
level and/or activity of a sirtuin protein may be used az part of a treatment with a

erotonin reuptake inhibitor (SRI) to reduce flushing. In still another representative

embodiment, sirtwin-modulating compounds that increase the level and/or activity of

a sirtuin protein may be used to reduce flushing side effects of chemotherapeutic
agents, such as cyclopliosphamide and tamoxifen.

In another embodiment, sirtuin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein may be used to reduce flushing side effects
of calcium channel blockers, such as amladipine.

In another embodiment, sirtwin-modulating compounds that increase the
level and/or activity of a sirtuin protein may be uzed (o reduce flushing side effects
of antibictics. For example, sirtuin-modulating compaunds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein can be used in combination with levofloxacin.
Ocular Disorders

One aspect of the present invention is a method for inhibiting, reducing or

otherwise treating vision impairment by administering to a patient a therapeutic
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osage of sirtuin modulator selected from a compound disclosed herein, or a
pharmaceutically acceptable salt, prodrug or a metabolic derivative thereof.

In certain aspects of the invention, the vision impairment i3 caused by
damage to the optic nerve or central nervous system. In particular embodiments,
opiic nerve damage is caused by high intraocular pressure, such as that created by
claucoma. In other particular embodiments, optic nerve damage is caused by
swelling of the nerve, which is often associated with an infection or an immune
(e g., autoimmune) response such as in optic neuritis.

In certain aspects of the invention, the vision impairment is caused by retinal
damage. In particular embodiments, retinal damage is caused by disturbances in
blood flow to the eye (e.g., arteriazclerazis, vasculitis). In particular embodiments,
retinal damage is caused by disrupton of the macula (e.3., exudative or non-
exudative macular degeneration).

Exemplary retinal dizeases include Exudative Age Related Macular
Degeneration, Nonexudative Age Related Macular Degeneration, Retinal Electronic
Prosthesis and RPE Transplantation Age Related Macular Degeneration, Acute
Multifocal Placoid Pigment Epitheliopathy, Acute Retinal Necroais, Best Diseas
Branch Retinal Artery Qcclusion, Branch Fetinal Vein Occlusion, Cancer
Aszociated and Related Autoimmune Retinopathies, Central Retinal Artery
Occlusion, Central Retinal Vein Occlusion, Central Serous Chorioretinopathy, Eales
Disease, Epimacular Mernbrane, Lattice Degeneration, Macroaneurysm, Diabetic
Macular Edema, Irvine-Gass Macular Edema, Macular Hole, Subretinal Neovascular
Membranes, Diffuse Unilateral Subacute Neuroretinitis, Nonpseudophakic Cystoid
Macular Edema, Presumed Ocular Histoplasmasis Syndrome, Exudative Retinal
Detachment, Postoperative Retinal Detachment, Proliferative Retinal Detachment,
Rhegmatogenous Retinal Detachment, Tractional Retinal Detachment, Retinitis
Pigmentosa, CMV Retinitis, Retinoblastoma, Retinopathy of Prematurity, Birdshot
Retinopathy, Background Diabetic Retinopathy, Proliferative Diabetic Retinopathy,
Hemoglobinopathies Retinopathy, Purtscher Retinopathy, Valsalva Retinopathy,
Juvenile Retinoschisis, Senile Retinoschisis, Terson Syndrome and White Dat

Syndromes.
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Other exemplary diseases include ocular bacterial infections (e.g

conjunctivitis, keratitis, tuberculosis, syphiliz, gonorrhea), viral infections (e.g.

Ocular Herpes Simplex Virus, Varicella Zoster Virus, Cytomegalovirus retinitis,

Human Immunodeficiency Virus (HIV)) as well as progressive outer retinal necrosis

secondary (o HIV or other HIV-associated and other immunodeficiency-associated

“ocular diseases. In addition, ocular diseases include fungal infections (e.g. Candida

choraiditis, histoplasmosis), protozoal infections (e.g. toxoplasmasis) and others
such as ocular toxocariasis and sarcoidosis

One aspect of the invenlion is a method for inhibiting, reducing or treating
vision impairment in a subject undergoing treatment with a chematherapeutic drug
(e.g., a neurotoxic drug, a drug that raises intraocular pressure such as a steroid), by
administering to the subject in need of such treatment a therapeutic dozage of a
sirtuin modulator disclosed herein.

Another aspect of the invention is a method for inhibiting, reducing or

reating vision impairment in a subject undergoing surgéry, including ocular or other
surgeries performed in the prone pozition such as apinal cord surgery, by
administering to the subject in need of such treatment a therapeutic dosage of a
sirtuin modulator disclosed herein. Ocular surgeries include cataract, iridotomy and
lens replacements.

Another aspect of the invention is the treatment, including inhibition and
prophylactic treatment, of age related ocular diseases include cataracts, dry eye, age-
related macular degeneration (AMD), retinal damage and the like, by administering
to the subject in need of such ireaiment a therapeutic dosage of a sirtuin modulator
disclosed herein.

Another aspect of the invention i5 the prevention or treatment of damage to
the eye caused by stress, chemical insult or radiation, by administering (o the subject
in need of such treatment a therapeutic dosage of a sirtvin madulator disclosed
herein. Radiation or electromagnetic damage to the eye can include that caused by
CRT’s or exposure to sunlight or UV,

In one embodiment, a combination drug regimen may include drugs or
compounds for the treatment or prevention of ocular disorders or secondary

conditions associated with these conditions. Thus, a combination drug regimen may
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include one or more sirtuin activators and one or more therapeutic agents for the
treatment of an ocular disorder.

In one embodiment, a sirtuin modulator can be administered in conjunction
with a therapy for reducing intraocular pressure. In another embodiment, a sirtuin
modulator can be administered in conjunction with a therapy for treating and/or
preventing glaucoma. In yet another embodiment, a sirtuin modulator can be
administered in conjunction with a therapy for treating and/or preventing optic
neuritis. In one embodiment, a sirtuin modulator can be admiaistered in conjunction
with a therapy for treating and/or preventing CMV Retinopathy. In another
embadiment, a sirtuin modulator can be administered in conjunction with a therapy
for treating and/or preventing multiple sclerosis.

Mitochondrial-Associated Discases and Disorders

In certam embodiments, the invention provides methods for treating diseazes
or disorders that would benefit from increased mitochondrial activity. The methods
involve administering to a subject in need thereof a therapeutically effective amount
of a zirtuin activating compound. Increased mitochondrial activity refers to
increasing activity of the mitochondria while maintaining the overall numbers of
mitochondria (e.g., mitochondrial mass), increasing the numbers of mitochondria
thereby increasing mitochondrial activity (e.g., by stimulating mitochondrial
bingenesis), or combinations thereof. In certain embaodiments, diseases and disorders
that would benefit from incieased mitochondrial activity include diseazes or
disorders associated with mitechondrial dysfunction.

In certain embodiments, methads for treating diseases or disorders
that would benefit from increased mitochondrial activity may comprise identifying a
subject suffering from a mitochondrial dysfunction. Methods for diagnosing a
mitochondrial dysfunction may involve molecular genetic, pathologic and/or
biochemical analyses. Diseases and dizorders associated with mitochondrial
dysfunction include diseases and disorders in which deficits in mitochondrial
respiratory chain activity contribute to the dwduplmnt of pathophysiology of such
diseases or disorders in a mammal. Diseases or disorders that would benefit from
increased mitochondrial activity generally include for example, dizeases in which

free radical mediated oxidative injury leads to tissue degeneration, diseases in which
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cells inappropriately undergo apoptosis, and diseases in which cells fail to undergo
apoptosis.

In certain embodiments, the invention provides methods for treating a
disease or disorder that would benefit from increased mitochondrial activity that
involves administering to a subject in need thereof one or mare sirtuin activating
compounds in combination with another therapeutic agent such as, for example, an
agent useful for treating mitochondrial dysfunction or an agent useful for reducing a
symptom associated with a diseaze or disorder involving mitochondrial dysfunction.

In exemplary embadiments, the invention provides methods for treating
diseases or disorders that would benefit from increased mitochondrial activity by
administering to a subject a therapeutically effective amount of a sirtuin activating
compound. Exemplary diseases or disorders include, for example, neuromuscular
disorders (e.g., Friedreich’s Ataxia, muscular dystrophy, multiple sclerosis, etc.),
disorders of neuronal instability (e.g., seizure disorders, migrane, etc.),
dgvdﬂpmgntal delay, neuradegenerative dizorders (e.g., Alzheimer’s Disease,
Parkinson’s Disease, amyotrophic lateral sclerosis, etc.), ischemia, renal tubular
acidosis, age-related neuradegeneration and cognitive decline, chematherapy
fatigue, age-related or chemotherapy-induced menopause or irregularities of
menstrual cycling or evulation, mitechondrial myopathies, mitochondrial damage
(e.g., calcium accumulation, excitotoxicity, nitric oxide exposure, hypaxia, ete.), and
mitochondrial deregulation.

Muscular dystrophy refers to a family of diseases invelving deterioration of
nevromuscular structure and function, oflen rezulting in atrophy of skeletal muscle
and myocardial dysfunction, such as Duchenne muscular dystrophy. In certain
embadiments, sirtuin activating compounds may be used for reducing the rate of
decline in muscular functional capacities and for improving muscular functional
status in patients with muscular dystrophy.

In certain embadiments, sirtuin modulating compounds may be useful for
treatment mitochondrial myopathies. Mitochondrial myopathies range from mild,
slowly progressive weakness of the extraocular muscles to severe, fatal infantile
myopathies and multisystem encephalomyopathies. Some syndromes have been

defined, with some overlap between them. Established syndromes affecting muscle
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include progressive external ophthalmoplegia, the Kearns-Sayre simdrome (with
ophthalmoplegia, pigmentary retinopathy, cardiac conduction defects, cerebellar
ataxia, and sensorineural deafiess), the MELAS syndrome (mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes), the MERFF
syndrome (myoclonic epilepsy and ragged red fibers), limb-girdle distribution
weakness, and infantile myopathy (benign or severe and fatal).

In certain embodiments, sirtuin activating compounds may be useful for

treating patients suffering from toxic damage o mitochondria, such as, toxic damage

due (o calcium accumulation, excitotoxicity, nitric oxide exposure, drug induced
toxic damage, or hypoxia.

In cerlain embodiments, sirtuin activating compounds may be useful for
treating diseases or disorders associated with mitochondrial deregulation.
Muscle Performance

In other embodiments, the invention provides methads for enhancing muscle
performance by administering a therapeutically effective amount of a sirtuin
activating compound. For example, sirtuin activating compounds may be useful for
improving physical endurance (e.g., ability to perform a physical tazk such as
exercise, physical labor, sports activities, etc.), inhibiting or retarding physical
fatigues, enhancing blood oxygen levels, enhancing enerzy in healthy individuals,
enhance waiking capacity and endurance, reducing muscle fatigue, reducing stress,

enhancing cardiac and cardiovascular function, improving sexual ability, increasing

muscle ATP levels, and/or reducing lactic acid in blood. In certain embodiments, the

methods involve administen’ng an amount of a sirtuin activating compound that
increase mitochondrial activity, increase mitochondrial biogenesis, and/or increase
mitochondrial mass.

Spaorts performance refers (o the ability of the athlete's muscles to perform
when participating in sportz activities. Enhanced sports performance, strength, speed
and endurance are measured by an increase in muscular contraction strength,
increasze in amplitude of muscle contraction, shartening of muscle reaction time
between stimulation and contraction. Athlete refers (o an individual wha participates
in sports at any level and who seeks to achieve an improved level of strength, speed

and endurance in their performance, such as, for example, body builders, bicyclists,
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long distance runners, short distance runners, etc. Enhanced sports performance in
manifested by the ability to overcome muscle fatigue, ability to maintain activity for
longer periods of time, and have a more effective workout.

In the arena of athlete muscle performance, it is desirable to create conditions
that permit competition or training at higher levels of resistance for a prolonged
periad of time.

It is contemplated that the methads of the present invention will alsa be
effective in the treatment of muscle related patholagical conditions, including acute
sarcopenia, for example, muscle atrophy and/or cachexia associated with bumns, bed
rest, limb immobilization, or major thoracic, abdominal, and/or mthopedic surgery.

In certain embodiments, the invention provides novel dietary compositions
comprising sirtuin modulators, a method for their preparation, and a method of using
the compositions for improvement of sports performance. Accordingly, provided are
therapeutic compaositions, foods and beverages that have actions of improving
physical endurance and/or inhibiting physical fatigues for those peaple involved in
broadly-defined exercises including sports requiring endurance and labors requiring
repeated muscle exertions, Such Jietary compositions may additional comprise

electrolytes, caffeine, vitamins, carbohydrates, etc.

" Other Uses

Sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a
sirfuin protein may be used for treating or preventing viral infections (such as
infections by influenza, herpes or papilloma virus) or as antifungal agents. In
certain embodiments, sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or
activity of a sirtuin protein may be administered as part of a combination drug
therapy with another therapeutic agent for the (reatment of viral diseases. In anather
embodiment, sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or aclivity
of a sirtuin protein may be administered as part of a combination drug therapy with
another anti-fungal agent.

Subjects that may be treated as described herein include eukaryotes, such as
mammals, e.g., humans, ovines, bovines, equines, porcines, canines, felines, non-
human primate, mice, and rats. Cells that may be treated include eukaryotic cells,

., from a subject described above, or plant cells, yeast cells and prokaryatic cells,
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e.g., bacterial cells. For example, modulating compounds may be administered to
farm animals to improve their ability to withstand farming conditions longer.

Sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or actiﬁity ofa
sirtuin protein may also be used to increase lifespan, stress resistance, and
resistance to apoplosis in plants. In one embodiment, a compound is applied to
plants, e.g., on a periedic basiz, or to fungi. In another embodiment, plants are
genetically modified to produce a compound. In ancther embodiment, plants and
fruits are treated with a compound prior to picking and shipping ti increase
resistance to damage during shipping, Plant seeds may also be contacted with
compounds described herein, e.g., to preserve them.

In other embodiments, sirtuin-modulating compounds that increase the level
and/or activity of a sirtuin protein may be used for modulating lifespan in yeast
cella. Sitvations in which it may be desirable to extend the lifespan of yeast cells
include any process in which yeast is used, e.g., the making of beer, yogurt, and
bakery items, e.g., bread. Use of yeast having an extended lifespan can result in

sing less yeast or in having the yeast be active for longer periods of time. Yeast or
other mammalian cells vsed for recombinantly producing proteins may also be
treated as described herein.

Sirtnin-modulating compounds that increase the level and/or activity of a
sirtuin protein may also be used (o increase lifespan, stress resistance and resistance
{0 apoplosis in insects. In this embodiment, compounds would be applied to useful
insects, e.g., bees and other insects that are involved in pollination of plants. In a
specific embodiment, a compound would be applied to bees involved in the
production of honey. Generally, the methads described herein may be applied to
any organism, ¢.8., eukmyote, thal may have ecommercial importance. For example,
they can be applied to fish (aquaculture) and birds (e.g., chicken and fowl).

Higher doses of sirtuin-modulating compounds that increase the level and/or
activity of a sirtuin protein may also be used as a pesticide by interfering with the
regulation of silenced genes and the regulation of apoptosis during development. In
this embadiment, a compound may be applied to plants using a method known in

the art that ensures the compound is bin-available to insect larvae, and not to plants.
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At least in view of the link between reproduction and longevity, sirtuin-
modulating compounds that increase the level and/or activity of a sirtuin protein
can be applied to affect the reproduction of organisms such as insects, animals and

microorganisms.

4. Assays

Various types of assays to determine sirtuin activity have been described.
For example, sirtuin activity may be determined using a fluorescence based assay
such as the assay commercially available from Riomel, e.g., the SIRT1 Fluorimetric
Drug Discovery Kit (AK-355), SIRT2 Fluorimetric Drug Discovery Kit (AF.-556),
or SIRT3 Fluorimetric Drug Discovery Kit (AK-357) (Biomol Iniermational,
Plymouth Meeting, PA). Other suitable sirtuin assays include a nicotinamide release
assay (Kaeberlein et al., J. Biol. Chem. 230(17): 17038 (2005)), a FRET assay
(Marcotte et al., Anal. Biochem. 332: 90 (2004)), and a C" NAD baron resin
binding assay (McDonagh ot al., Methods 30: 346 (2005)). Yet other suitable sirtuin
assays include radicimmunoassays (RIA), scintillation proximity assays, HPLC
hased assays, and reporter gene assays (e.2., for transcription factor targets).

An exemplary assay for determining sirtuin activity 15 a fluorescence
polarization assay. Fluorescence polarization assays are described herein and are
also described in PCT Publication Mo, WO 2000/094239,  In other embodiments,
Examples of mas3 spectromelry based assays are described herein and are also
described in PCT Publication No. WO 2007/064902. Cell based assays may also be
used to determine sirtuin activity. Examples of cell based assays for determining
sirtuin activity are described in PCT Publication NMas. WO 2007/064902 and WO
2003/060400.

Yet other methods contemplated herein include screening methods for
identifying compounds or agents that modulate sirtuinzg. An agent may be a nucleic
acid, such as an aptamer. Assays may be conducted in a cell based or cell free

format. For example, an assay may comprise incubating (or contacting) a sirtuin
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with a test agent under conditions in which a sirtuin can be modulated by an agent
known to modulate the sirtuin, and monitering or determining the level of
modulation of the sirtuin in the presence of the test agent relative to the absence of
the test agent. The level of modulation of a sirtuin can be determined by determining
its ability to deacetylate a substrate. Exemplary substrates are acetylated peptides
which can be obtained from BIOMOL (Plymouth Meeting, PA). Preferred substrates
include peptides of p53, such as those comprizing an acetylated K382, A particularly
preferred substrate is the Fluor de Lys-SIRT 1 (BIOMOL), i.e., the acetylated peptide
Arg-His-Lys-Lys. Other substrates are peptides from human histones H3 and H4 ar
an acetylated amine acid. Substrates may be fluorogenic. The sirtuin may be SIRTI,
Sir2, SIRT3, or a portion thereof. For example, recombinant SIRT1 can be obtained
from BIOMOL. The reaction may be conducted for about 30 minutes and stopped,
e.3., with nicotinamide. The HDAC fluorescent activity assay/drug discovery kit
(AK-500, BIOMOL Reszearch Laboratories) may be used to determine the level of
acetylation. Similar assays are deacribed in Bitterman et al. (2002) J. Biol. Chem.
277:45099, The level of modulation of the sirtuin in an assay may be compared to
the level of modulation of the sirtuin in the presence of one or more (separately or
simultaneously) compounda described herein, which may serve as positive or
negative conlrals. Sirtuinz for use in the azsays may be full length sirtuin proteins or
portions thereof. Since it has been shown herein that activating compounds appear to
interact with the M-terminus of SIRT1, prodeins for use in the assays include N-
terminal portions of sirtuins, €.g., about amino acids 1-176 or 1-255 of SIRT1; about
amino acids 1-174 or 1-252 of Sir2.

In one embodiment, a screening assay comprises (i) contacting a sirtnin with
a test agent and an acetylated substrate under conditions appropriate for the sirtuin to
deacetylate the substrate in the absence of the test agent ; and (i) determining the
level of acetylation of the substrate, wherein a lower level of acetylation of the
substrate in the presence of the test agent relative to the absence of the test agent
indicates that the test agent stimulates deacetylation by the sirtuin, whereas a higher
level of acetylation of the subsirate in the presence of the test agent relative to the
absence of the test agent indicales that the test agent inhibits deacetylation by the
sirtuin.
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Methods for identifying an agent that modulates, e.g., stimulates, sirtuins in
vivo may comprise (i) contacting a cell with a test agent and a substrate that is
capable of entering a cell in the presence of an inhibitor of class T and class II
HDACSs under conditions appropriate for the sirtuin to deacetylate the substrate in
the absence of the test agent ; and (ii) determining the level of acetylation of the
substrate, wherein a lower level of acetylation of the substrate in the presence of the
test agent relative to the absence of the test agent indicates that the test agent
stimulates deacetylation by the sirtain, whereas a higher level of acetylation of the
substrate in the presence of the test agent relative to the absence of the test agent
indicates that the test agent inhibits deacetylation by the sirtuin. A preferred
substrate is an acetylated peptide, which is also preferably fluorogenie, as further
described herein. The methad may further coniprise lysing the cells to determine the
level of acetylation of the substrate. Substrates may be added to cells at a
concentration ranging from about 1pM to about 10mM, preferably from about 10pM

to 1mM, even mare preferably from about 100pM o ImM, such as about 200pM. A

preferred substrate is an acetylated lysine, e.g., s-acetyl lysine (Fluor de Lys, FdL) or

Fluor de Lys-SIRT1. A preferred inhibitor of clags [ and class I HDACSs is
trichostatin A (TSA), which may be used at concentrations ranging from about 0.01
to 100uM, prefcrably from about 0.1 to 10pM, such as 1uM. Incubation of cells with
the test compound and the substrate may be conducted for about 10 minutes to 5
hours, preferably for about 1-3 hours. Since TSA inhibits all class I and class 11
HDACS3, and that certain substrates, e.g., Fluor de Lya, is a poor substrate for SIRT2
and even less a substrate for SIRT3-7, such an assay may be used to identify
modulators of SIRT1 in vivo.

5. Pharmaceutical Compositions

The éilﬁlill—ln(vdulatillg compounds described herein may be formulated in a
conventional manner using one or more physiologically acceptable carrierz or
excipients. For example, sirtuin-modulating compounds and their physiclogically
acceptable salts and solvates may be formulated for administration by, for example,
injection (e.g. Sub), IM, IP), inhalation or insufflation (either through the mouth or

the nose) or oral, buccal, sublingual, transdermal, nasal, parenteral or rectal
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administration. In one embodiment, a sirtuin-modulating compound may be
administered locally, at the site where the target cells are present, i.e., in a specific
tissue, organ, or fluid (e.g., blood, cerebrozpinal fluid, etc.).

Sirtuin-modulating compoundz can be formulated for a variety of modes of
administration, including systemic and topical or localized administration.
Techniques and formulations generally may be found in Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. For parenteral
administration, injection is preferred, including intramuscular, intravenous,
intraperitoneal, and subcutaneous, For injection, the compounds can be formulated
in liquid selutions, preferably in physinlogically compatible buffers such as Hank’s
solution or Ringer’s solution. In addition, the compounds may be formulated in solid
form and redissolved or suspended immediately prior to use. Lyophilized forms are
also included.

For oral administration, the pharmaceutical compositionz may take the form
of, for example, tablets, lozenges, or capsules prepared by conventional means with
pharmaceutically acceptable excipients such as binding agents (¢.g., pregelatinised
maize atarch, polyvinylpyrrolidone or hydroxypropyl methyleellulose); fillers (e.3.,
lactose, microcrystalline cellulose or caleium hydrogen phosphate); lubricants (e.g.,
magnesium stearate, tale or silica); dizsintegrants (e.g., potato slarch or sodium starch
glycolate); or wetting agents (e.2., sodium lauryl sulphate). The tablets may be
coated by methods well known in the art. Liguid preparations for oral administration
may take the form of, for example, solutions, syrups or suspensions, or they may be
presented a3 a dry product for constitution with water or other suitable vehicle
before use. Such liquid preparations may be prepared by conventional means with
pharmaceutically acceptable additives such as suspending agents (¢.g., sorbitol
syrup, cellulose derivatives or hydrogenated edible fats); emulsifying agents (e.g.,
lecithin or acacia); non-aqueous vehicles (e.g., ationd oil, aily esters, ethyl alcohal or
fractionated vegetable oils); and preservatives (e.g., methyl or propyl-p-
hydroxybenzoates or sorbic acid). The preparations may also contain buffer salts,
flavoring, coloring and sweelening agents as appropriate. Preparations for oral
administration may be suitably formulated (o give controlled release of the active

compound.
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For administration by inhalation (e.g., pulmonary delivery), sirtuin-
modulating compounds may be conveniently delivered in the form of an aerosol
spray presentation from pressurized packs or a nebuliser, with the use of a suitable
propellant, e.g., dichlorodiflusromethane, trichlorofluoromethane,
dichlorotetrafluoroethane, carbon dioxide or other suitable gas. In the case of a
pressurized aerosol the dosage unit may be determined by providing a valve to
deliver a metered amount. Capsules and cartridges of e.g., gelatin, for vze in an
inhaler or insufflator may be formulated containing a powder mix of the compound
and a suitable powder base such as lactose or starch.

Sirtuin-modulating compounds may be formulated for parenteral
administration by injection, e.g., by bolus injection or continuous infusion.
Formulaticns for injection may be presented in unit dosage form, e.g., in ampoules
or in multi-dose containers, with an added preservative. The compasitions may take
such forms as suspensions, solutions or emulsions in oily or ;a\]llegus vehicles, and
may contain formulatory agents such as suspending, stabilizing and/cr dispersing
agents. Altematively, the active ingredient may be in powder form for constitution
with a suitable vehicle, e.g., sterile pyrogen-free water, before use.

Sirtuin-madulating compounds may also be formulated in rectal
compesitions such as suppositories or rétention enemas, €.g., containing
conventional suppository bases such as cocoa butter or other glycerides.

In addition to the formulations described previoualy, sirtuin-maodulating
compounds may alsa be formulated as a depot preparation. Such long acting
formulations may be administered by implantation (for example subcutanesusly or
intramuscularly) or by intramuscular injection. Thus, for example, sirtuin-
modulating compounds may be formulated with suitable polymeric or hydrophobic
materials (for example as an emulsion in an acceptable oil) or ion exchange rezins,
or as sparingly soluble derivatives, for example, as a sparingly soluble salt.
Controlled release formula also includes patches.

In certain embodiments, the compounds described herein can be formulated
for delivery to the central nervous system (CNS) (reviewed in Begley,
Pharmacology & Therapeutics 104: 29435 (2004)). Conventional approaches for

drug delivery to the CNS include: neurosurgical strategies (e.g., intracerebral
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injection or intracerebroventricular infusion); molecular manipulation of the agent
(e.g., production of a chimeric fusion protein that comprises a transport peptide that
has an affinity for an endothelial cell surface molecule in combination with an agent
that i3 itself 'incapab]e of crossing the BBB) in an attempt to exploit one of the
endogenous (ransport pathways of the BBB; pharmacological strategies designed to
increase the lipid solubility of an agent (e.g., conjugation of water-soluble agents to
lipid or cholesterol carriers); and the transitory disruption of the integrity of the BBB
by hyperosmotic disruption (resulting from the infusion of a mannitol solution into
the carotid artery or the use of a biologically active agent such as an angiotenain
peptide).

Liposomes are a further drug delivery system which is easily injectable.
Accordingly, in the method of invention the active compounds can also be
administered in the form of a lipozome delivery system. Liposomes are well-known
by a person skilled in the arl. Liposames can be formed from a variety of
phospholipids, such as cholesterol, stearylamine of phosphatidylcholines. Liposomes
being usable for the method of invention encompass all types of liposomes
including, but not limited to, small unilamellar vesicles, large unilamellar vesicles
and multilamellar vesicles.

Another way to produce a formulation, particularly a solution, of a zirtuin
modulator such a3 resveratrol or a derivative thereof, is through the use of
cyclodextrin. By cyclodexirin is meant -, fi-, or y-cyclodextrin. Cyclodextrins are
described in detail in Pitha et al., U.S. Pat. No. 4,727,064, which is incorporated
herein by reference. Cyclodextrins are cyclic oligomers of glucose; these compaounds
form inclusion complexes with any drg whose melecule can fit into the lipophile-
seeking cavities of the cyclodextrin molecule.

Rapidly disintegrating or dizsolving dosage forms are vseful for the rapid
absorption, particularly buccal and sublingual absomption, of pharmaceutically active
agents. Fast melt dosage forms are beneficial to patients, such az aged and pediatric
patients, who have difficulty in swallowing typical olid dosage forms, such as
caplets and tablets. Additionally, fast melt dosage forms circumvent drawbacks

associated with, for example, chewable dosage fonns, wherein the length of time an
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aclive agent remains in a patient's mouth plays an important role in determining the
amount of taste masking and the extent to which a patient may object to throat
grittiness of the active agent.

Pharmaceutical compositions (including cosmetic preparations) may
comprise from about 0.00001 to 1007, such as from 0.00] to 10%; or from 0.1% to
5% by weight of ane or more sirtuin-modulating compounds described herein.

In one embodiment, a sirtuin-modulating compound described herein, is
incorporated into a topical formulation containing a topical carrier that is generally
suited to topical drug administration and comprising any such material known in
the art. The topical carrier may be selected so as to provide the compasition in the
desired form, e.g., as an ointment, lotion, eream, microemulsion, gel, oil, solution,
or the like, and may be comprised of 4 material of either naturally occurring or
synthetic origin. It is preferable that the selected carrier not adversely affect the
active agent or other compenents of the topical formulation. Examples of suitable
topical carriers for use herein include water, alcohols and other nontoxic organic

solventz, glycerin, mineral oil, silicone, petroleum jelly, lanolin, fatty acids,
vegetable oils, parabens, waxes, and the like.

Formulations may be calorless, odorless ointments, lotions, creams,
microemulsions and gels.

Sirtuin-maodulating compounds may be incorporated into ointments, which
generally are semisolid preparations which are typically based on petrolatum or
other petroleum derivatives, The specific ointment baze to be used, as will be
appreciated by those skilled in the ar, is one that will provide for optimum drug
delivery, and, preferably, will provide for other desired characteristics as well, e.g.,
emolliency or the like. As with other carriers or vehicles, an ointment base should
be inert, atable, nonirritating and nonsensitizing.

Sirtuin-modulating compounds may be incorporated into lotions, which
generally are preparations to be applied to the skin surface without friction, and are
typically liquid or semiliquid preparations in which solid particles, including the
active agent, are present in a water or aleohol base. Lotions are usually suzpensions

of solids, and may comprise a liquid oily emulzion of the oil-in-water type.
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Sirtuin-madulating compounds may be incorperated into creams, which
generally are viscous liquid or semisolid emulsions, either oil-in-water or water-in-
oil. Cream bases are water-washable, and contain an oil phase, an emulsifier and an
aqueous phase. The oil phase is generdlly comprised of petrolatum and a faity
alenhal such as cetyl or stearyl aleohol; the aqueous phase usually, although not
necessarily, exceeds the oil phase in volume, and generally containg a humectant.
The emulsifier in a cream formulation, as explained in Remington 's, supra, is
generally a nonionic, anionic, cationic or amphoteric surfactant.

Sirtuin-modulating compounds may be incorporated into microemulsions,
which generally are thermaodynamically stable, isotropically clear dispersions of
twa immiscible liquids, such as oil and water, stabilized by an interfacial film of
surfactant molecules (Encyclopedia of Pharmaceutical Technology (New York:
Marcel Dekker, 1992), volume 9).

Sirtuin-modulating compounds may be incorporated into gel formulations,
which generally are semisolid systems consisting of either suzpensions made up of
small inorganic particles (two-phase syztems) or large organic molecules
distributed substantially uniformly throughout a carrier liquid (zingle phase gels).
Although gels commonly employ aqueous carrier liquid, alechols and oils can be
used as the carrier liquid as well.

Other active agents may alzo be included in formulations, e.g., other anti-
inflammatory agents, analgesics, antimiciobial agents, antifungal agents,
antibiotics, vitamins, antioxidants, and sunblock agents commonly found in
sunscreen formulations including, but not limited to, anthranilates, benzophenones
(particularly benzophenorne-3), camphor derivatives, cinnamales (e.g., octyl
methoxycinnamate), dibenzoyl methanes (e.g., butyl methoxydibenzoyl methane),
p-aminobenzoic acid (PABA) and derivatives thereof, and salicylates (e.3., octyl
salicylate).

In certain tapical formulations, the active agent i3 present in an amount in
the range of approximately 0.25 wt. °% to 75 wi. 6 of the formulation, preferably in
the range of approximately 0.25 wt. *5 to 30 wi. %5 of the formulation, more

preferably in the range of approximately 0.5 wt. *5 to 15 wi. 7% of the formulaticn,
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and most preferably in the range of approximately 1.0 wt. %% to 10 wt. ®§ of the
formulation.

Conditions of the eye can be treated or prevented by, e.g., systemic, topical,
intraocular injection of a sirtuin-modulating compound, or by insertion of a
sustained release device that releases a sirtuin-modulating compound. A sirtuin-
modulating compound thai increases the level and/or activity of a sirtuin protein
may be delivered in a pharmaceutically acceptable ophthalmic vehicle, such that
the compound is maintained in contact with the ocular surface for a sufficient time
period to allow the compound to penetrate the corneal and internal regions of the
eye, as for example the anterior chamber, posterior chamber, vitreous body,
aqueous humar, vitreous humor, cornea, iris/ciliary, lens, choroid/retina and sclera.
The pharmaceutically-acceptable ophthalmic vehicle may, for example, be an
ointment, vegetable oil or an encapsulating malerial. Alternatively, the compounds
of the invention may be injected directly into the vitreous and aquecus humour. In a
further alternative, the compounds may be administered systemically, such as by
intravenous infusion or injection, for treatment of the eye.

Sirtuin-modulating compounds deseribed herein may be stored in oxygen
free environment. For example, resveratral or analog thereaf can be prepared in an
airtight capsule for oral administration, such as Capsugel from Pfizer, Inc.

Cells, e.g., treated ex vivo with a sirtuin-modulating compound, can be
administered according (o methods for administering a grafl to a subject, which
may be accompanied, e.g., by administration of an immunasuppressant drug, e.g.,
cyclosporin A. For general principles in medicinal formulation, the reader is
referred to Cell Therapy: Stem Cell Transplantation, Gene Therapy, and Cellular
Immunotherapy, by G. Morstyn & W. Sheridan eds, Cambridge University Press,
1096; and Hematopoietic Stem Cell Therapy, E. D. Ball, J. Lister & P. Law,
Churchill Livingstone, 2000,

Toxicity and therapeutic efficacy of sirtuin-modulating compounds can be
determined by standard pharmaceutical procedures in cell cultures or experimental
animalz. The LDso i3 the dose lethal to 50°%% of the population. The EDso is the dose
therapeutically effective in 50°% of the population. The doze ratio between toxic and

therapeutic effects (LDso/EDso) 13 the therapeutic index. Sirtuin-modulating
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compounds that exhibit large therapeutic indexes are preferred. While sirtuin-
modulating compounds that exhibit toxic side effects may be used, care should be
taken to design a delivery system that targets such compounds to the site of affected
tissue in order to minimize potential damage o uninfected cells and, thereby,
reduce side effects.

The data obtained from the cell culture assays and animal studies can be used
in formulating a range of dosage for use in humans. The dosage of such compounds
may lie within a range of circulating concentrations that include the EDso with little
or no toxicity. The dosage may vary within this range depending upon the dosage
form employed and the route of administration utilized. For any compound, the
therapeutically effective dose can be estimated initially from cell culture assays. A
dose may be formulated in aniral models to achieve a circulating plasma
concentration range that includes the IC:o (i.¢., the concentration of the test
compound that achieves a half-maximal inhibition of symptoms) as determined in
cell culture. Such information can be uzed to more accurately determine useful doses
in humans. Levels in plazma may be measured, for example, by high performance

liquid chromatography.

6. Kits

Also provided herein are kits, e.g., kits for therapeutic purposes or kit for
madulating the lifespan of cells or modulating apaptosis. A kit may comprise one
or more sirtuin-modulating compounds, e.g., in premeasured doses. A Kit may
optionally comprise devices for conlacting cells with the compounds and
instructiems for uze. Devices include syringes, stents and other devices for
intraducing a sirtuin-modulating compound inio a subject (e.g., the blaad vessel of
a subject) or applying it (o the skin of a subject.

In yet another embadiment, the invention provides a compasition of matter
comprizing a sirtruin madulator of this invention and anather therapeutic agent (the
same ones used in combination therapies and combination compaositions) in
separate dosage forms, but associated with one another. The term “assaciated with
one another” as used herein means thal the separate dosage forms are packaged

together or otherwise attached t0o one another such that it is readily apparent that the
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separate dosage forms are intended to be s0ld and administered as part of the same
regimen. The agent and the sirtruin modulator are preferably packaged together in a
blister pack or other multi-charnber package, or as connected, separately sealed
containers (such as foil pouches or the like) that can be separated by the user (e.g.,
by tearing on score lines between the two containers).

'In still another embodiment, the invention provides a kit comprising in
separate vessels, a) a sirruin modulator of this invention; and b) another another
therapeutic agent such as those described elsewhere in the specification.

The practice of the present methods will employ, unless etherwise indicated,
conventivnal techniques of cell biolagy, cell culture, molecular biology, transgenic
biology, microbiclogy, recombinant DNA, and immunology, which are within the
skill of the art. Such techniques are explained fully in the literature. See, for
example, Molecular Clening A Laboratory Manual, 2" Bd., ed. by Sambrook,
Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning,
Volumes I and I1 (D. N. Glover ed., 1953); Oligonucleotide Synthesis (M. 1. Gait
ed., 198-1); Mullis et al. U.S. Patent No: 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (B.
D. Hames & S. 1. Higgins eds. 1934); Transeription And Translation (B. D. Hames
& 3. J. Higgins eds. 1934); Culture Of Animal Cellz (R. 1. Freshney, Alan R. Liss,
Inc., 1957); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1980); B. Perbal, A
Practical Guide To Molecular Cloning (1934); the weatise, Methods In Enzymaology
(Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H.
Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methads In
Enzymology, Vols. 1534 and 155 (Wu et al. eds.), Immunochemical Methads In Cell
And Maolecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1937);
Handbook ©Of Experimental Immunology, Volumes -1V (D, M. Weir and C. C.
Blackwell, eds., 1936); Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y ., 1986).

EXEMPLIFICATION
The invention now being generally described, it will be more readily

understoad by reference to the following examples which are included merely for
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purposes of illustration of certain aspects and embadiments of the present invention,

and are not intended to limit the invention in any way.

Example 1

Preparation of N-(2-chloro-5-methylpyridin-3-yl)-2-nitrobenzamide:

N, -Cl N .Cl

T - Ll
- ~ NH2 ‘ """ N‘D2
0" =

Z

To a solution of 5-amino-6-chloro-3-picoline (9.34 g, 66.9 mmol) in pyridine
(200 mL) was added 2-nitrabenzoyl chloride (13.65 g, 73.6 mmol) dropwise at 0°C.
The resulting mixture was stirred at room temperature (18 h). The dark mixture was
then diluted with water (1500 mL) and zat. sodium bicarbonate solution was added
until the pH reached S. The precipitate was collected by filtration, rinsed with water
(R0 mL - 3) and died to afford N-(2-chlora-S-methylpyridin-3-yl)-2-

nitrobenzamide as a pale solid (17.70 g, yield: 91%).

Preparation of 6-methyl-2-(2-nitrophenyl)thiazolo[S,4-b]pyridine:

O,N
N\\\ ~Cl ,.N\\ [ —
/lf .xJ\ - “/ T »{> <\ /
" NH NO, ST —
o

A mixture of N-(2-chloro-5-methylpyridin-3-yl)-2-nitrabenzamide (5.0 g,
17.1 mmol) and P2S; (7.6 g, 34.2 mmaol) in pyridine (30 mL) and p-xylene (200 mL)
was stirred at 140°C (20 h). The solvent was removed in vacuo. The residue was
purified by recrystallization from EtOH to afford 6-methyl-2-(2-

nitrophenyl)thiazolo[5,4-b]pyridine as a yellaw solid (3.5 g, yield: 75%%).
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Preparation of 6-(bromomethyl)-2-(2-nitrophenyl)thiazolo[5,4-b]pyridine:

oN ON

Noy 5 ,\)—_—\ “/N.&\C/S\?__>=\
Jos [Retty

N —— . “
Br. . "\N L

/-
w .

5 6-Methyl-2-(2-nitrophenyljthiazolo[3,4-b]pyridine (2.9 g, 10.7 mmol), N-

.57

o

bromoszuccinimide (NBS, 1.91 g, 10,7 mmol), CCly (200 mL) and benzoyl peroxide

-,

(0.021 g) were combined in a three-neck flask (300 mL) under argon. The resulting
yellow mixture was stirred at reflux (2 h). Additional MES (1.91 g) and benzoyl
peroxide (0.021g) were added. After an additicmal 2 I av reflux, NBS (0.95 z) and
10 benzoyl peroxide (0.021 g) were again added and the mixture was refluxed for 3 h.
The mixture was allawed to cool to room temperature and concentrated in vacuo to
afford crude 6-(bromomethyl)-2-(2-nitrophenyljthiazolo[5,4-b]pyridine (4.0 g),
which was taken directly to the next step.
Preparation of tert-butyl 4-((2-(2-nitrophenyl)thiazolo[5,4-b]pyridin-6-
15  ylmethyl)piperazine-1-carboxylate:

!

N PG ~ M PR

0O
O.N
Mo e o \I .- M oa
B .,::‘ :7’\ /,v:‘\ . ‘C'A f'j I S c.‘ =
ﬁ iy ” | | | . 2 /"
Br< st N/ . ,

20 A solution of crude B-(bromomethyl)-2-(2-nitraphenyljthiazolo[5,4-
blpyridine (4.0 g), Boc-piperazine (1.99 g, 10.7 mmol), triethylamine (EtzN) (1.5
mL, 10.7 mmal) and acetonitrile (100 mL) was stirred ai $0°C (4 h) and then at
roam temperature (60 h). TLC demonsiraied that the reaction was complete. The

mixture was concentraied in vacwo and purified by silica gel chromatography

[ Q8
tHh

(petroleum ether : ethyl acetate : E;N = 100 : 10 1) to afford eri-butyl 4-((2-(2-

nitrophenyl)thiazolo[5,4-h]pyridin-&-yl)methyl)piperazine-1-carboxylate as a yellow

solid (3.6 g, yield: 74% over 2 steps).
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Preparation of tert-butyl 4-((2-(2-aminophenyl)thiazolo[5,4-b]pyridin-6-
yl)methyl)piperazine-1-carboxylate:

\l ﬁ ,n_ ON ’ \l ﬁ

R

o N - = et Ty
. LJ/ o L

H,N
- N:_ o S’ \-=\
IR
s g JA—

A mixture of tert-butyl 4-((2-(2-nitrophenyl)thiazolof5,4-b]pyridin-6-
yl)methyl)piperazine-l-carb«:-xvlate (2.13 g, 1.7 mmaol), NH,C102.00 g, 37 mmaol),
iron powder (1.31 g, 23.5 mmol), H;O (40 mL) and methanol (160 mL) was
refluxed for 3 h under M. The reaction mixture was filtered, and the filtrate was

10 concentrated in vacuo and purified by silica gel chromatagraphy (petroleum ether :
ethyl acetate : EGN = 800 : 200 ; 1) to afford tere-butyl 4-((2-(2-
aminophenyl)thiazolo[5,4-b]pyridin-6-yDmethyl)piperazine-1-carboxylate as a

yellow solid (1.63 g, yield: £1%%).

15 The aniline intermediates for compounds 1-0, 11-43, 45, 47-01, 65, 67-08,
72, 74-75, 77-38, 90, 92-122127-130 were prepared in an analogous manner as that

outlined above, using appropriate amine reagents.

Preparation of N-(2-(6-(piperazin-1-ylmethyl)thiazolo[5,4-b]pyridin-2-
20 ylhphenyl)-3-(1H-tetrazol-5-yl)benzamide:

HNN VI A
HO™ 3 57 N H
. J =0
2
. ~N: g _ - - ~HN
Boall™ | T 1) HATU, . Mg M=
| I [ e— » _oEa oM U S
Nil ~ _ o DIEADME | 1
H P Y

2) TFA, CH,Cl,

72



n

WO 2008/156869 PCT/US2008/007776

10

15

20

25

tert-Butyl 4-((2-(2-aminophenyljthiazolo[ 3,4-blpyridin-6-
yhmethylpiperazine-1-carboxylate (85 mg, 0.2 mmol) wasz taken up in 3 mL of
DMF along with 3-(1H-tetrazol-3-yl)benzeic acid (35 mg, 0.2 mmol), HATU (114
mg, 0.3 mmol) and DIEA (35 mL, 0.4 mmol). The reaction mixture was stirred at
50°C (18 h). It was then diluted with EtQAc (15 mL) and washed with water (3 mL
x 3). The organic layer was dried (Na;S0y4) and concentrated in vacue to afford
crude fert-butyl 4-((2-(2-(3-( | H-tetrazol-5-yhbenzamido)phenylthiazolo[5,4-
b]pyridin-6-yl)methyl)piperazine-1-carbovylate. This material was taken up in §
mL of 25‘?;5 TFA in CH,Cl; and was allowed to stand at room temperature (18 h).
The reactiom mixture was concentrated in vacuo and the resulting residue was
purified by reverse-phase HPLC to afford 12 mg of N-(2-(6-(piperazin- |-
ylmethyl)thiazolo[ 5,4-b]pyridin-2-yl)phenyl)-3-(1H-tetrazol-5-yl)benzamide as a
light yellow solid. "H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.5 (br s, 2 H), 7.5-9.1 (m, 10
I-I),‘4.5 tbrs, 1 H), 3.5-4.0 (m, 10 H). MS (ESI) calcd for CysHxNoOS (m/z):
497.17, found: 498.2 (M+1)".

All of the compounds discussed in this patent were prepared in an analogous
manner as that outlined above, vsing the appropriate acids. Thoze products which
did not contain a BOC-protecting group did not proceed through the TFA

deprotection step.

Example 2
Preparation of 1-methyl-4-phenyl-1H-pyrrole-2-carboxylic acid:

/ /
N O N 0O
U G &
O— OH

Br =
\ ¥
To a stirred solution of methyl-4-bromo-1-methyl-1H-pyrrole-2-carboxylate
(2.5 g, 11.5 mmol) in DMF (35 mL) under argon were added sequentially Pd(PPha),
(0.00 g, 0.38 mmaol) and phenyl borenic acid (3.4o0 g, 28.4 mmol). The reaction
mixture was heated to 70°C, and NayCOs (11 g, 104 mmol) dissolved in water (30
€
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mL) was added. The reaction mixture was heated to 110°C (14 h), cooled to room
temperature, diluted with water (250 mL), and extracted with diethyl ether (250 mL
x 3). The combined organic layers were dried and concentrated in vacuo. The
rea;idue was purified by silica chromatography (eluted with petroleum ether : ethyl
acetate = 40:1) to afford methyl-1-methyl-4-phenyl-1H-pyrrole-2-carboxylate as a
white crystalline solid (0.257 g).

The ester (0.26 g, 1.2 mmol) was then combined with LIOF/HO (0.15 g, 3.6 mmol)
in THF (3 mL), CHJOH (5 mL) and HyO (2.5 mL) and was stirred at 407C (4 h).
Water (25 mL) was added and the mixture was washed with DCM (15 mL). The pH
of the aqueous phase was adjusted to 5-7 using HCI (1N). The water was removed
and the residue was dissolved in MeOH (100 mL) and then filtered. The filtrate waa
concentrated in vacuo 0 give 1-methyl-4-phenyl-1H-pyrrole-2-carboxylic acid as
white solid. (0.419 g) "H-NMR (CDCI3, 400 MHz): 3 4.01 (s, 3H), 7.16 (d, I=1.6
Hz, 1H), 7.23 (1, J=7.2 Hz, 1H), 7.38 (m, 3H), 7.53 (dd, 1=7.2, 8.4 Hz, 2H)

Example 3

Preparation of 2-phenylisonicotinic acid:

Br~_-N ' |

/
4

o)

OH

2-Bromoisonicotinic acid (2.02 g, 10 mmol) wag dissolved in DMF (S0 mL)
under argon. PA(PPhs), (0.6 g, 0.52 mmol) was added, and the reaction mixture was
stirred at room temperature for 15 min. NazCOs (ag. 2N, 40 mL) was then added,
followed by the addition of phenylboronic acid (1.67 g, 13.7 mmol). The reaction

mixture was heated at 95°C (18 h), cooled to raom temperature and filtered through
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a celite pad. Water (S0 mL) was added, and the mixture was acidified with HC1 (2
N) to pH = 4. The precipitate waz collected via filtration and rinsed with water (2
7 mL). The crude product was recrystallized from 2-methoxylethanol to give 2-
phenylisonicotinic acid as a grey solid (1.2 g). 'HNMR (DMSO-da, 400 MHz): 3
7.51 (m, 3H), 7.78 {d, J=4.8 Hz, 1H), 8.13 (1, J=1.6 Hz, 2H), §.20 (s, 1H), $.85 (d,
J=4.8 Hz, 1H), 13.73 (bs, 1H).

Example 4
Biological activity

A mass spectrometry based assay was used to identify modulators of SIRT]
activity. The mass spectrometry based assay utilizes a peptide having 20 amine acid
residues as follows: Ac-EE-K(biotin)-GQSTSSHSK(A¢)NIeSTEG-K(STMR)-EE-
NH2 (SEQ ID NO: 1) wherein K(Ac) is an acetylated lyzine residue and Mle is a
norleucine. The peptide is labeled with the fluorophore STMR (excitation 540
nm/emission 580 nm) at the C-terminus. The sequence of the peptide substrate is
based on p33 with several modifications. In addition, the methionine residue
naturally prezent in the sequence was replaced with the norleucine because the
methionine may be susceptible to oxidation during synthesis and purification.

The mass spectrometry assay is conducted as follows: 0.5 uM peptide
substrate and 120 uM PNAD" is incubated with 10 nM SIRT1 for 23 minutes at
23°C in a reaction buffer (50 mM Triz-acetate pH S, 137 mM MNaCl, 2.7 mM KCI, 1
mM MgCly, 5 mM DTT, 0.05% BSA). Test compounds may be added (o the
reaction as described above, The SirT1 gene is cloned into a T7-promoter
containing vector and transformed into BL21(DE3). After the 25 minute incubation
with SIRTE, 10 pL of 10% formic acid is added to stop the reaction. Reactions are
sealed and frozen for later mass spec analysiz. Determination of the mass of the
substrate peptide allows for precise determination of the degree of acetylation (i.e.
starlingln‘laterial) as compared to deacetylated peptide (product).

A control for inhibition of sirtuin activity is conducted by adding 1 pL of 500
mM nicotinamide as a negative control at the start of the reaction (e.3., permits

determination of maximum zirtuin inhibition). A contral for activation of sirtuin
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activity is conducted using 10 nM of sirtuin protein, with 1 pL of DMSO in place of
compound, to determinine the amount of deacteylation of the substrate at a given
timepoint within the linear range of the assay. This timepoint i3 the same as that
used for test compounds and, within the linear range, the endpoint represents a
change in velocity.

For the abave assay, SIRT1 protein was expressed and purified as follows.
The SirT1 gene was cloned into a T7-promater containing vector and transformed
into BL21(DE3). The protein was expressed by induction with 1 mM IPTG as an N-
terminal His-tag fusion protein at 18°C overnight and harvested at 30,000 x g, Cells
were lysed with lyaozyme in lysis buffer (80 mM Tris-HCl, 2 mM Tris[2-
carboxyethyl] phosphine (TCEP), 10 pM ZnCly, 200 mM NaCl) and further treated
with sonication for 10 min for complete lysis. The protein was purified over a
Ni-NTA column (Amersham) and fractions containing pure protein were pooled,
concentrated and run over a sizing column (Sephadex S200 26/60 global). The peak
containing soluble protein was collected and run on an lon-exchange column
(MonoQ). Gradient elution (200 mM - 500 mM Na(Cl) yielded pure protein. This
protein was concentrated and dialyzed againat dialysis buffer (20 mM Tris-HCI, 2
mM TCEP) overnight. The protein was aliquoted and frozen at -S0°C until further
use.

Sirtuin modulating compounds that activated SIRT1 were identified using
the assay described above and are shown below in Table 3. The EC, 5 values
represent the concentration of test compounds that result in 15006 activation of
SIRT1. NT means that the compound was not tested using the indicated assay. NA
means that the compound was not active in the indicated assay. The percent

maximum fold activation of SIRT1 is alzo indicated in Table 3.

Table 3.
COMPOUND | [M+H]+ STRUCTURE ECs % FoLp
No NM ACT.

76



WO 2008/156869 PCT/US2008/007770
COMPOUND | [M+H]+ STRUCTURE EC, s % FoLD
No NM ACT.

1 507 Q 233 241

o}
2 498 NA 132
3 497 P 1620 240

I
N N

~ 'NH
4 508.1 504 321
5 508 665 281
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EQUIVALENTS

The present invention provides among other things sirtuin-activating

compounds and methods of use thereof. While specific embodiments of the subject

invention have been discussed, the abave specification is illustrative and nat

restiictive. Many vanations of the invention will become apparent to thase skilled

in the art upon review of this zpecification. The full seope of the invention should

be determined by reference to the claims, along with their full scope of equivalents,

and the specification, along with such variations.
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INCORPORATION BY REFERENCE

All publications and patents mentioned herein, including those items liated
below, are hereby incorporated by reference in their entirety as if each individual
publication or patent was specifically and individually indicated to be incorporated
by reference. In case of conflict, the present application, including any déefinitions
herein, will control.

Also incorporated by reference in their entirety are any polynucleatide and
polypeptide sequences which reference an accession number correlating to an entry
in a public database, such as those maintained by The Institute for Genomic
Research (TIGR) (www.tigr.org) and/or the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (www.ncbt.nlm.nih.gov).

Also incorporated by reference are the following: PCT Publications WO
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CLAIMS:

1. A compound represented by Structural Formula (11):

X2:=x3
2
R \<\ /x4
x1
O

HN
N\ S>—2—_:>
J/ \[ 7N/
RSN T,
or a salt thereof, wherein:
two of X! to X* are selected from —CR*- and -N-;
the other two of X' to X* are —CR*-;
R* is independently selected at each occurance from —H, lower alkyl or
halogen;
R' is a solubilizing group; and
R? is selected from phenyl optionally substituted with one or more
cubstituents independently zelected from —CN, -F, -Cl and -CF-, and when each of

X" X*is —CR™, R? is additionally selected from a 5- to 6-membered heterocycle

containing an N heteroatom and, oplionally, a second heteroatom selected from N, O

or S, wherein said heterocycle i3 aptionally substituted with methyl.
2. The compound of claim 1, wherein:
X' to X* is —CR*-; and
R? is selected from phenyl, Alucrophenyl, diflusrophenyl, chlaraphenyl,

difluorophenylmethylthiazolyl, pyrimidinyl, pyridyl and pyrazolyl.

3. The compound of claim 2, wherein R? is selected from phenyl, fluorophenyl,

difluorophenyl, chloraphenyl, 2-methylthiazol-4-yl, pyridyl and pyrazaol-1-yl.
4, The compound of claim 3, wherein R? is phenyl or pyridyl.

5. The compound of claim 1, wherein one of X' to X* are -N-,
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0. The compound of claim 1, wherein two of X' to X* are -N-.
7. The compound of claim 5, wherein X' is N.
5
S. The compound of claim 6, wherein X' and N are -N-.
0. The compound of claim 6, wherein X! and X* are -N-.
10 10, The compound of any one of claims 1 to 9, wherein:

15

20

25

30

R'is -CH,-R?; and
3. e 3 .. . e . . _ . o
R” iz a nitrogen-containing heterocycle optionally substituted with one or
more subatituents selected from C;-Cy alkyl, amine, halogen, methoxy and methoxy-

C;-Cqalkyl.
11.  The compound of claim 10, wherein R? iz phenyl, pyridyl or 3-fluorophenyl.

. P . 2 ~3 coa~xrl L a~
12, The compound of claim 11, wherein X and X~ are —-CH- and X' and X*are

independently selected from —CR'- or -N-.

13.  The compound of claim 10, wherein:

R'is -CHZ-R3; and

R? is selected from piperazin-1-yl, 4-(methoxyethy-piperazin-1-yl,
3,5-dimethylpiperazin-1-yl, morpholin-4-yl, piperidin-1-yl, 4-aminopiperidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, 3-flucropyrrolidin-1-yl, -NH-(pyirolidin-3-yl), and 1,4-diaza-
bicyclo[2.2.1]heptan-1-yl.

14. The compound of claim 13, wherein R? is selected from 4-(methoxyethyl)-
P ¥

piperazin-1-yl, morpholin-4-yl, piperidin-1-yl and 4-aminopiperidin-1-yl.

15, The compound of claim 14, wherein R?is phenyl, 3-fluorophenyl or pyridyl.
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16.  The compound of claim 13, wherein X° and X are -CH- and X" and X are

independently selected from —CR*- or —N-.
17.  The compound of claim 1, wherein Ris H.
18.  The compound of claim 1, represented by formula (IV):

X2:=x3

R2\<\ /
x? o

HN
I/N\ S>—2=>
b ,I 7\ 4
R" S N T av),
or a salt thereof, wherein:
one X variable is selected from -CH- and -N-;
the other two X variables are -CH-;
R'is a salubilizing group; and
R? is selected from phenyl and flucrophenyl, and, when each X variable is
-CH-, R? is additionally selected from a 5- to 6-membered heterocyele containing an
N heteroatom and, optionally, a second heteroatom selected from N, O or S, wherein

said heterocyele is optionally substituted with methyl.

19. A compound represented by Structural Formula (V):

HN
Ne-S —
/IJ/I/ N/,
17" TN (V)

or a salt thereof, wherein:

ring A is selected from:
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s ~
O

3 -~ '
e o e A
0 NH D 2 N-CHj
o e o5 ~ and rssf ;

R! is a solubilizing group; and

R¥isa-Hor —0O-CHs.

5 20, A compound represented by Structural Formula (VI):

N (V)
or a salt thereof, wherein:
ring B is selected from:

o o

_N s
S /\_CHB \Nlr\’e
10 o or s+ and

R' is a solubilizing group.

21. A pyrogen-free composition comprising a compound of any one of claims 1
to 20, or a pharnnaceutically acceptable salt thereof and a carrier.

15
22, A pharmaceutical composition comprising a compound of any of one claims

1 to 20 and a pharmaceutically acceptable carrier.

23. The pharmaceutical composition of claim 22, further cornprising an
» b

20 additional active agent.

24, A method for trealing a subject suffering from or susceptible to insulin

resistance, a metabolic syndrome, diabetes, or complications thereof, or for
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increasing insulin sensitivity in a subject, comprising administering to the subject in

need thereof a composition of claim 22.

25.  The method of claim 24, wherein said compound increases at least one of the

level or activity of a sirtuin protein.

26.  The method of ¢laim 25, wherein the compound increases deacetylase

activity of the sirtuin protein.
27.  The method of ¢laim 25, wherein the sirtuin protein is a mammalian protein.
28,  The method of claim 25, wherein the sirtwin protein is human SIRTI.

20 The method of claim 25, wherein the compound does not cubstantially have
one or more of the following activities: inhibition of PI3-kinase, inhibition of
aldoreductase, inhibition of tyrosine kinase, tranzactivation of EGFR tyrosine
kinaze, coronary dilation, or spasmolytic activity, at concentrations of the compound
that are effective for increasing the deacetylation activity of a SIRT1 and/or SIRT3

protein.
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COMPUESTOS MODULADORES DE SIRTUINAS
ANTECEDENTES

La farailia de genes reguladores de informacién cinénima (SIP, por suc ciglas en
inglés) representa vn grupo conservador de genes presentes en loc genomas de
organicmos que van desde arquebacterias hasta una variedad de cucariotas (IFrye, 2000).
Lac protzinas SIF. codificadas ectan invelucradas en diversos procesos de regulacion de
la modificacidén génica sin’alleracién perceptible de la secuencia durante la reparacidn
del ADMIL Las proteinas codificadas por miembrog de la familia génica SIP. precentan
alta conservacién de la secuencia en un dominio de ndcleo de 250 aminoacidos. Un gen
bien caracterizade en esta familia ec el S. cereviciae SIP2, que esta implicado en la
modificacién sin alteracion perceptible de la secuencia (modificacién sinénima) en
locuz HM que contiene informacién que especifica el tipo sexual de la levadura, efectos
de posicion del telémero y envejecimicnto celular (Guarente, 1999; Kaeberlcin y otros,
1999; Shore, 2000). La proteina Sir2 de la lzvadura perienece a la familia de histona
desacetilasas (recefiado por Guarente, 2000, Shore, 2000). El homslogo Sir2, Cobl?, en
la salmonela typhimurinm, funciona como wna ADP-ribosil tranzferasa que depende de
NAD (dinucledtido de nicotinamida y adeninz) (Tsang y Dscalante-Semiercna, 1993).

La proteina de Sir2 ez una decacetilasa de clase 111 que utiliza el TTAD como un
cozuctrato (Immai y otros, 2000, Moazed, 2001; Smith v otros, 2000; Tanncr vy otros,
2000; Tanny y Moazed, 2001). A diferzncia de otias desacetilasas, muchas de las cuales
estan implicadaz en la modificacién sindnima génica, el Sir2 no co sencible a los
inhibidores de histona decacetilasa clase Ty IT tales come la tricostatina A (TSA) (Imai
y otrog, 2000; Landry y otros, 2000a; Smith y otros, 2000).

La desacetilacidn de la acetil-lisina por el Sir2 esta estrechamente ligada a la
hidrélizic del MAD, produciendo nicotinamida y un novedoso compuesto de acctil-AIDP
riboca (Tanner y otroz, 2000; Landry v otrog, 2000b; Tanny y Moeazed, 2001). La
actividad de la decacetilasa que depende del TTAD del Sir2 es ecencial para sus

funciones que pueden relacionar su papel biclégico con el metabolismo celular en las
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levaduras (Guarente, 2000; Imai y otros, 2000; Lin v otros, 2000; Smith y otros, 2000).
Los hamologos Sir2 en mamiferos tienen actividad de hiztona decacetilaza que depende
del TTAD (Imai vy oiraz, 2000; Smith 7 otros, 2000). La mayor parte de la informacién de
lac funciones en que imterviencn loz Sir2 provienen de ectudics en levaduras
(Gartenberg, 2000; Gottschling, 2000).

Loz estudioz bioquimicos han demostrado que loc Si2 pueden decacetilar
facilmente las cinlas de extremo aming de las histonaz H3 v H4, que reculia en la
formacion de la 1-0-acetil-ADP-riboca y nicotinamida. Lac cepac con otras copiac de
SIP2 presentan aumento de la modificacién sindnima del ADMr y un rango de vida
30% mac prolongado. Pecientements s2 ha demostrade que otrac copias del homélogo
de SII'Z C. elegans, sir-2.1, v ¢l gen dSir? de D. melanogaster extiende ampliamente el
intervalo de vida en ecos organismos. Esla caracleristica implica que la ruta reguladora
que depende del SIR2 para el envejecimiento aumenta tenipranamiente en la evolucidn y
ce ha conservado bien. Actualmente, se estima que 1oc genes Sir2 han evolucionado
para ampliar la salud del organismo y la recictencia al ectrés para aumentar su
oportuiidad de supervivencia a la adversidad.

El SIPT3 23 un homdlogo de SIPT1 que ez conservado cn los procaricotas y
eucariotaz (P. Omyango 7 otros, Proc. Tail. Acad. Sci. USA 99: 1365213658 (2002)).
La proteina de SIPT3 esta destinada a las crectas mitocréndricas por un dominio vinico
ubicado en el extremo M. El SIPTS tiene una actividad de deszacetilasa de proteina que
depznde del MAD-- y se expresa en forma omnipresente, particularmente en tejidos
metabdlicamente activos, En la tranzferencia a la mitocondria, se estima que <l SIRT3
ce descompone en una forma activa més pequefia por una peptidaza proccsadera de la
matriz mitocdndrica (MPP) (I3. Schwer y otros, J. Cell Biol. 158: 647-657 (2002)).

Durante mas de 70 afios se ha conocido que la restriccién calérica para mejorar
la calud y extender ¢l tiempo de vida de los mamiferoz (Magoro, 2000). El ticrapo de
vida de las levaduras, como los metazons, también cs prolongado por las intcrvenciones

que asemejan la restriccion calérica, tal como el contenido bajo de glucosa. El
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descubrimiento de que tanio las levadoras como 1as moseas que carecen del gen SIP2
no viven mac cuando se restringen desde el punto de vista del contenido calérico
proporciona evidencia de que los genes SIP2 intervienen en loc efectos beneficiosos

para la calud de esta dieta (Anderson y otros, 2003; Helfy y Togina, 2004). Ademds, las

mutaciones que reducen la actividad de la mia que depende del 3',5-moncfosfato de
adenosina, cAMP, (PIZA) que recponde a la glucoza, de la levadura extienden el ticmpo
de vida en células naturales pero nio en mutantes de las cepas zir2, lo que demuestra que
ec probable que el SIP2 sea el componente clave en las fases posteriores de Ja ruta:dc la
restriccién calérica (Lin y otros, 2001).
SUMARIO

La precente invencidén proporciona novedosos compuezios moduladores de la
cirtuina y loz métodos de uco de estos.

En un aspecto, la invencién proporciona compuestos moduladores de la sirtuina

de férmulas estructurales (I)-(VI) como e describe en mayor detalle mas adelante.

Q

En otro aspecto, la invencién proporcicna métodos para el uso de los
cormpuestor moduladores de la sirtnina, o compoziciones que  comprenden  1os
compuestor moduladores de la cirtmina. En  determinadas  configuraciones, los
compuestos moduladores de la sirtuina que aumenian el nivel y/o actividad de una
proteina cirtuina pueden wtilizarce para una variedad de aplicaciones terapéuticas que
incluyen, por ejemplo, €l aumento del tiempo de vida de una célula, y ¢l tratamicnto y/o
prevencion de wna amplia variedad de enfermedades v trastornos que incluyen, por
cjemplo, enfermedades o trastornos relacionados con el envejecimiento o cotrés,
diabetes, obesidad, enfermedades neurodegenerativas, neuropatia  inducida  por
quimioterapia, neuropatia asociada con un evento isquémico, enfermedades y/o
trastornos oculares, enfermedad cardiovascular, trastornos de coagulacién canguinea,
inflamacién y/o cricic vasomotora, etc. Loz compuestos moduladores de 1a sirtuwina que
anrmmentan 2] nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina también puede utilizarse para

el tratamicnto de wna enfermiedad o trastorno en un sujeto que se beneficiara del
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auriiento de la actividad mitocédndrica, para aumentar ¢l funcionamiento muscular, para
aunientar loc niveles de trifosfato de adenosina (ATP, por ous ciglas en inglés) en el
misculo, o para el tratamiento o prevencidn de dafio tisular mscnlar asociado con
hiporia o isquemia. En otras configuraciones, loc compuectos moduladores de la
girtuina que disminuyen ¢l nivel v/o actividad de una proteina sirtnina pueden utilizarse
para una variedad de aplicacienes terapéuticas que incluyen, por ejemplo, el aumento de
la sencibilidad celnlar al ectréz, aumento de la apoplocic, ratamientc del cineer,

stimulacién del apetito /o ectimmlacion del aumento de peso, etc. Como ce describe
adicionalmente mas adelantz, los métodos comprenden la administracién a un sujeto en
necezidad de esios de una canlidad farmacéniicamente efectiva de un compuesto
modulador de sirtuina.

“n ciertos aspectos, los compuectos moduladores de la sirtuina pueden
adminictrarce solos o en combinacidn con otros compucstos, que incluyen otros
compuectos moduladores de la cirtuina uw olros agentes terapéuticos.

DESCRIPCION DETALLADA
1. Definiciones

Como se ucan aqui, los siguientes términos y frases tendran los cignificados que
se¢ precentan a continuacién. A menos que se defina de otra manera, todos los términos
téonicos y elentificos que ze vsan aqui Uenen el mismo cignificado que entiende
comunmente un conocedor de la téenica.

El significado de «uny, «unay, «el» y «lay incluye la referencia al plural a menos
que el contexto lo indigue claramente de otra manera.

El término «agente» se utiliza aqui para denolar un corapuesto quiniico, una
mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula bioldgica (tal como un 4cido
nucleico, un anticuerpo, una proteina o parte de ésta, por ¢jemplo, nwn péptido) o un
extracto elaborado a partiv de materiales biolégicos tales como bacterias, plantas,
hongos o células o tejidos animales (particularmente de mamiferoc). La actividad de

tales agentes puede hacerlos adecuados como «agente terapéutico» que ec una sustancia
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(o sustancias) activa decde el punto de vista farmacolégico, ficiolégico o bioldgico, que
actia local o sistémicamente en un sujeto.
El término «biodisponibley cuando se refiere a un compuesto se reficre, y es

reconocido en la téenica, a una forma de un compuesto que permite que la cantidad

adminiztrada del compuesto, o parle de écte, sea absorbida por, incorporada a, o de otra

manera fiziolégicamente disponible para, un cujeto o paciciate a quicn ce le adminictre.

El término «porcién biolégicamente activa de una sirtuina» se refiere a una
parte de una proleina sirtuina que fiene actividad biolégica, tal como la capacidad de
desacetilar. Laz porciones bioldgicamente activas de una cirtuina pueden comprender
el dominio del nicleo de las sirtuinas. Las porciones bioldgicamente activas del SIRT]
que ticnen accesion de la genoteca GenBank n.® MP_036370 que abarca ¢l dominio de
unién al NAD+ v el dominio de unién al sustrato, por ejemplo, puede incluir, sin
limitacién, a los aminoacides 62-293 dz la accesién de la genoteca Genlank n.°
MP_036370, que con codificados por log macledtidos 237 a 922 del accecién de la
genoteca GenPanlz n.° TIM_012238. En conzecuencia, esta regién algunas veces e
rcferida como el dominic del ndcles. Otras porciones biolégicamente activas del
SIPT1, algunac veces también con referidas como dominios del nmicleo, incluyen
aprozimadamente los aminoécidos 261 a 447 de accecién de la genoteca GenBank: n.°
MP_036370, que son codificados por loc nucledtidos 834 a 1394 de accesidon de la
genoteca GenBank n.® TIM_012228; alrededor de los aminoacidos 242 a 493 de
accezion de la genoteca GenPanl: n.° TP_036270 que con codificados por los
nucleétidos 777 a 1522 de accesién de la genoteca GenBank n.° MM_012238; o
alrededor de los amincacidos 254 a 495 de accesién de la genoleca GenBank n.®
MP_036370 que con codificados por los nucledtidos 812 a 1538 de accecidn de la
genoteca GenBank n.° NM_012238

El término «animalez de compafiiay se refiere a gatos y perros. Como ce uza
aqui, el término «perro(s)» denota cualquicr micmbro de la especie Canis familiaris, de

la cual exicte un gran mimere de diferentes razas. El tériming «gato(s)» ce reficre a un
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animal felino que incluye gactoz domésticos y otros micmbros de la familia Pelidae,
género Felis.

Los términos «comprende» y «que comprende» se utilizan en sentido abierto,
inclusive, que significa que pueden incluirse otros elementos.

La «diabetesy se refiere a alto contenido de azicar en la sangre o cetoacidoss,
asi como a las anormalidades metabdlicas gencrales v crédnicac que curgen de un estado
de alto contenido de azicar en la sangre o la disminucién de 1a tolerancia de glucosa. La
diabetes abarca las formas tipo Iy tipo 1T (diabetzs mellitue que no depende de inulina o
IIDDM) de la enfermedad. Lo factores de riesgo para la diabetes incluyen los
siguientes: cintura de mas de 100 cm (40 pulgadaz) para los hombres v 86 cm (25
pulgadac) para laz mujeres, tensidn arterial de 13v0/85 mmHg o mayor, concentracién de
triglicéridos mayor de 150 mg/dl, contenido de glucosa €N osangre en ayunas mayor de
100 mg/dl o contenido de lipoproteina de alta densidad menor de 40 mg/dl cn hombres
o 50 mg/d] en mujeres.

Un «activador directoy de una sirfuina €3 una molécula que activa la sirtuina al
unirse a ésta. Un «inhibidor directo» de una sirtuina es una molécula que inhibe la
sirtuina al unirse a ésta.

El término «EDso» es conocido en la técnica. En determinadas configuraciones,
EDgy cignifica la dozic de un farmaco que produce 50% de su recpucsta o efecto
mazimo, ¢ allernativaments, la doziz que produce una respuesta predeteiminada cn 50%
de las preparaciones o sujetos de pruszba. El término «LDso» ¢35 conocido en la técnica.
En determinadas configuraciones, LD;q significa la docis de un farmaco que es mortal
en 50% de los sujetos de prueba.  El término «indice terapéutico» &s un término
reconocido en la técnica que se refiere al indice terapéutico de un farmaco, definido
como LDso/EDso.

El término «hiperinsulinemia» se refiere a una condicidén en una persona en la
cual el nivel de insulina en la sangre es mayor que el nivel normal.

El término «que incluye» se utiliza para indicar «que incluye, pero no se limita
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a». Las expresiones «que incluyey v «que incluye, pero no c¢ limita a» ce utilizan en
forma intercambiable.

El término «resistencia a la insulina» se reficre a la condicion en la cual una
cantidad normal de insulina produce una respuesta bioldgica por debajo de la normal
con recpecto a la respuesta biclégica en un sujets que no tiene recictencia a la insulina.

Un «irastorno de resistencia a la ingsulina» como e analiza aqui, se reficre a
cualquier enfermedad o condicion que es provocada o reforzada por la resistencia a la
inculina. Ejemplos incluyen a: diabetzs, obesidad, cindiome metabélico, sindromes de
resictencia a la inculina, sindrome ¥, resistencia a la insuling, tensién arterial alta,
hipertensién, alto contenido de colesterol en sangre, dislipidemia, hiperlipidemia,
dislipidemia, enfermedad ateroesclerdtica que incluye accidente cerebrovascular,
arleriopatia coronaria o infarto al miocardio, hiperglucemia, hiperinsulinemia y/o
hiperpraoinsulinemia, deterioroe de la tolerancia a la glucosa, liberacién retardada de
insulina, complicaciones diabéticas, que incluyen cardiopatia coronaria, angina de
pecho, insuficiencia  cardiaca congestiva, accidente  cerebrovascular,  funcioncs
cognoscitivas  en  demencia, relinopatia, neuropatia  periférica, nefropatia,
glomeruloneliitis, elomecruloesclerozis, cindrome nefréiico, nefroesclerosis hipertensiva,
algunos tipos de cancer (tales como endometrial, de las mamas, de préstata y de colon),
complicaciones del embarazo, condicién reproductiva fermenina deficiente (por ejemplo
irregularidades en la mensiruacién, infertilidad, ovulaciéon irregular, sindrome de ovario
poliquiztico (PCOS)), lipodistrofia, trastornos relacionados con &l colesterol, tales como
calculos biliarez, colecciztitic v colelitiazis, aola, apnea obstructiva durante el cucfio y
problemas recpiratorios, ostecarlrilis, 7 prevencidn y tratamiento de la pérdida dcea, por
ejemplo, osteoporosis.

El término «animales de cria» se refiers a cuadripedos domesticados, que
incluyen los que se crian con ¢l fin de obtency carne v diferentes subproductos, por
ejemplo, un animal bovino que incluye al ganado y otros miembros del género 13os, un

animal porcing que incluye al cerdo y otros miemibros del génerce Sus, un animal ovino
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que incluye a la oveja 7 olros miembros del género Ovis, cabrac domésticas y otros
miembros del género Capra; cnadripedos domesticados que se crian para tareas
especificas tales como bestiaz de carga, por ejemplo, un animal equino que incluye
cahallos domésticos v otroz miembros de la familia Equidae, género Equus.

El término «mamifero» es bien conocido en la téenica, ejermplos de mamiferos
incluyen a los seres humanos, primates, animales de cria (que incluyen bovinos,
porcines, ete.), animales domésticos (por ¢jenplo, caninos, felinos, #tc.) y roedores (por
ejemplo, ratones y ratas).

Lac personas «obesacy que sufren de obezidad con por lo general perconas que
tienen un indice de masa corporal (IMC) de al menos 25 o mayor. La obesidad puede,
0 no, estar asociada con la resistencia a la insulina.

Los términos «administracién parenteraly y «administrads de forma parenteraly
son reconocidos en la tdenica y se refieren a modos de adminictracién diferentes de la
administracién intestinal y tépica, normalmente por inyeccién, & incluye, sin limitacion,
inyeccién ¢ infuszidn inlravenosa, intramuscular, inirarierial, inlratecal, intracapsular,
intracrbital, intracardiaca, intradérmica, inlraperitoneal, transiraqueal, subcuténca,
subcuticular, intrarticular, subcapsular, cubaracnoide, intraccpinal y intraesternal.

Un «pacientey, «sujetoy, «persona» o «huésped» se refiere a un ser humano o
animal no humano.

El término «vehiculo farmacéuticamente aceptable» es bien conocido en la
técnica y se refiere a un vehiculo, compozicidn o material farmacéuticamente aceptable,

excipiente, diluyente o relleno, liquido

o,

tal como nn material de encapsulacion, solvente
o sélido, involucrado en contener o transportar cualquier coraposicidén o componente
contenide en ésta. Cada vehiculo debe ser «aceptable» en el sentido de ser compatible
con la compocicién contenida y sus componentes v no perjudicar al pacicnte. Algunos
ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables
incluyen: (1) azdcares tales come lactosa, glucosa y cacarosa; (2) almidoncs, tales como

almidén de maiz y almidén de papa; (3) celuloza y ous derivados, tales como

- e



carboximetileelulosa cédica, etileeluloca y acctato de celuloza; (4) tragacanto en polvo;
(5) malia; (6) gelatina; (7) talco, (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras
para supositorios; (9) aceites, tales como aceite de mand, aceite de cemilla de algodon,
aceile de cartamo, aceite de ajonjoli, aceile de oliva, aceite de maiz y aceite de soya;
(10) glicolec tales como el propilenglicol; (11) policles, tales comio la alicerina, sorbitol,
manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales comio ¢l oleato de etilo y ¢l laurate de ctilo;
(13) agar; (14) agentes amortiguadores, tales como el hidrérido de magnesic y cl
hidréxide de aluminio; (15) dcido alginico; (16) agua libre de pirégenos; (17) solucidn
calina isoténica; (18) solucién de Pinger; (19) alcchol ctilico; (20) soluciones
amorliguadoias de focfaio; y (21) otras sustancias compalibles no téxicas emplcadas en
formulaciones farmacénticas.

El i#érmino tratamiento «profilactico» o «ierapéutico» es bien conocido en la
téenica v se vefiere a la adminictracién de un farmaco a un cujeto. Sice administra antes
de evidencia clinica de la condicién no deseada (por ejeraplo, enfermedad v otra
condicién no descada del animal anfliridn) entonces el tratamiente o5 profilactica, cs
decir, protege al sujeto contra ¢l desarrollo de la condicion no descada, raicntras que si

adminictra después del acontecimiento de la condicién no deseada, ¢l tratamiento cs
terapéutico (es decir, esta destinado a disminuir, aliviar o contener la condicidén no
deseada existente o cug efectos colaterales).

El términe «libre de pirdgenosy, con referencia a una composicién, se refiere a
una composicldn que no contiene pirdgeno en una cantidad que podria producir un
efecto negativo (por ejemplo, irritacién, fiebre, inflamacion, diarrea, dificultad
respiratoria, choque endotéxico, etc.) Por gjemplo, se entiende que el término abarca
composiciones que no contienen, o no contienen en forma apreciable, una endotoxina
tal como, por ejemplo, un lipopolisacarido (LPS).

«Multiplicacién del ciclo de vida» de vna célula se refiere al mamero de células
descendientes producidas por una «célula madrey». «Envejecimiento c.ronolégicob )

«periodo de vida cronolégicoy, por otra parte, se refiere a la duracién que una

s s
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poblacién de células no divididas permanece viable cuando ce le priva de nutrientes.
«Aumento del perfodo de vida de wna célulay o «extensién del periodo de vida de una
célulay aplicado a células u organismos, se refiere al avmento en el nimero de células
descendientes producido por una célula; al aumento de la capacidad de células u
organicmos para sobrevivir a las tensiones y dafios por la competitividad, por cjemplo,
el ADM, proteinaz; y/o el aumento de la capacidad de lac células u organicmos para
sobrevivir y existir en condicién dz vida durante mas tiempo bajo una condicion
particular, por gjemplo, tensién (por ejemplo, choque térmico, tension osmética, alta
radiacién de energia, tensién inducida por accién quimica, dafio del ADM, nivel salino
inadecuado, nivel de nitrégenc inadecuado o nivel de nutrientes inadecuado). Il
periodo de vida puede aumentarse en al menos alrededor de 20%, 30%, 40%, 50%,
60% o entre 20% y 70%, 30% y 60%, 40% y 60% o mas por medio de los métodos
descritos en la presente invencion.

El «compuesto activador de la sirluinay se refiers a un compuesto que anmenta
el nivel de la proteina sirtuina y/o aumenta al menos una actividad de una proteina
sirtuina. En un ejempleo de configuracién, un compuesto activador de la sirtuina pucde
avmentar al menos la actividad biolégica de una proteina sirtuina en al menos
alrededor de 10%, 25%, 50%, 75%, 100%, o mas. Ejemplos de la actividad biolégica
de lac proteinas cirtwina incluyen la decacetilacién, por gjemplo, de histonas y p&3; que
extiecnden el periodo de vida, aumento de la estabilidad gendmica; modificacion
sindnima de la transcripcidn; y control de la segregacion de proteinas oxidadas entre
las células madre y descendientes.

El «compuesto inhibidor de la siitwinay se refiere a un compuesto que
disminuye el nivel de la proteina sirtuina y/o disminuye al mencs una actividad de una
proteina sirtuina. En un ejemplo de configuracidén, un compuesto inhibidor de la
sirtuina puede disminuir al menos la actividad biolégica de una proteina sirtuina en al
menos alrededor de 10%, 25%, 50%, 75%, 100%, o mas. Ejemplos de la actividad

biclégica de laz proteinas sirtuina incluyen la decacetilacién, por ejemplo, de histonaz y
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pS53; que extienden el periodo de vida, anmento de la estabilidad gendmica;
modificaciéon sindnima de la franscripcién, y control de la segregacién de proteinas
oxidadas entre las células madre y descendientes.

El «compueslo modulader de sirtuina» se reficre a un compuesto de férmulas
ectructurales (D-(VI) como las descritas aqui. En gjemiplos de configuracion, un
compuesto modulador de sirtuina puede regular en ascenso (por ejemplo, activar o
estimular), regular en descenso (por ejemaplo, nhibir o suprimir) o de ofra manera
cambiar una propiedad funcional o actividad biolégica de una proteina sirtuina. Los
compuestos moduladores de la sirinina pueden acinar para modular una proteina
sirtuina direcla o indireclamentz. En determinadas configuraciones, un compuesto
modulador de cirtuina puede ser un compnesto activador de la sirfuina o un compuesto
inhibidor de la sirtuina.

La «proteina sirtuinay se refiere a un micmbro de la familia de proteinas sirtuina
decacetilasa, o preferiblemente de la familia cir2, que incluye 2 lac proteinas de Sir2
(accesion de la genoteca GenBank n.° P53685) de levadura, Sir-2.1 (accesién de la
genoteca GenBank n.° MP_501912) de C. elegans, y SIPT1 (acceciones de la genoteca
GenBanlz n.° TIM_012238 and TP_036370 (o AF083106)) y SIPT2 (accesioncs de la
genoteca  GenBank n.° TIM_ 012237, 1IM 030593, 11F 0363269, 1P _085096 vy
AF083107) humanas. Oiros miembros de la familia incluyen los olros cuatro genes tipo
Sir2 de la levadura denominados «genes HST» (homélogos del Sir doz) HSTI1, HST2,
HST2 v HST4, y otros cinco homdlogos humanas hSIP TS, hSIFT4, hSIP TS, hSIFT6 v
hSIP.T7 (Brachmann y otros (1993) Genes Dev. 9:2888 y Trye y otros (1999) BREP.C
260:273). Lag cirtuinas preferidas con las que comparten méas similitudes con la SIRTT,
es decir, hSIP.T1 y/o Sir2 que con la SIPT2, tal como los miembros que tiencn al menos
parte de la zecuencia de estremo 11 prezente en la SIPT1 y ausenic en la SIPT2 tal
como el caso de la SIRT3.

La «proteina SIRT1» se refiere a wn miembro de la familia si2 de sirtuina

decacetilacas. En una configuracién, la pioteina SIPTI incluye a las proteinas de Sir2
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(accesion de la genoteca GenBank n.° P53685) de levadura, Sir-2.1 (acecsion de la
genoteca GenBank n.® TIP_501912) de C. elegans, SIPT1 (aceeciones de la genoteca
GenBank n.° 1TM_012238 and 11P_036370 (o AF083106)) v SIPT2 (acceoionzs de la
genoleca GenBank n.® T 012237, 1IM_030593, 11F 036360, TIF 08309 o
AT083107) humanaz, 7 cug equivalentes 7 fragmentos. En otra configuracion, una
proteina SIRT1 incluye un polipéptide que comprende una secuencia que consiste ¢n, 0
concicte ecencialmente en, la secucicia de aminoacidos presentada en las acceciones de
la genoleca GenlBank n.® 11P_036370,11P_ 501912, 11P_085096, 1TP_036369, 0 P52665
Las proteinas SIRTI incluyen polipéptidos que comprenden toda o parte de la secuzncia
de aminoacidos presentada en las accesiones de la genoteca GenBank n.® TP _056370,
TP 501912, T1P_085096, 1P 036369, o PS3685; la cecuencia de amincacidos
piceentada en las acceciones de la gencteca GenBanle n.® TP_026270, TP _501912,
HNP_085096, WF_036369, 0 P53685 con 1 hasia alrededor de 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30,
50, 75 o mas suctituciones de aminoacidos moderadas; una secuencia de aminodcidos
que €3 al menos 60%, 70%, 80%, 20%, 95%, 26%, 97%, 98%, o 99% idéntica a las
acceciones de la genoteca GenBank n.® TIP_036370, TP _501912, TIP_0£5096,
TP 036369 o P526SS5, y iragmenios funcionales de éctas. Los polipéplidos de la
invencidn también incluyen homélogos (por cjemplo, ortélogos y pardlogos), variantes
o fragmentos de las accesiones de la genoteca GenBank n.® TTP_036370, TTP_501912,
HNF_085096, NP_0363069, 0 P53685.

La «prot SIRT3» se refiere a nn miembro de la familia de proteina sirtuina
desacetilasa y/o a un homélogo de una proteina SIRT1. En una configuracién, una
proteina SIPT3 incluye a laz proteinas SIPT? (accecionss de la gencteca GenbBank n.°
AAHO0104Z, TTP_036271 o TIP_001017524) humana y SIPT3 (accecion de la genoteca
GenBank n.® TP _071878) de ratén, y sus equivalentes vy fragmenios. En otra
configuracién, una proteina SIRT3 incluye un polipéptido que comprende una secuencia
que consiste en, o conziste esencialmente en, la secuencia de aminodcidos prosentada en

laz acceriones de la genoteca GenBanl: n.° AAH01042, TP 036371, TTP_001017524, ¢

<
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1IP_071878. Lazs proteinas SIPT3 incluyen polipéptidos que comprenden toda o parte
de la secuencia de aminodcidos precentada en las accesiones de la genoteca GenBank
n.° AAHO01042, 11P_036371, 11P_001017324, o 11P_071878; la cecucncia de
aminoacidos precentada en las accesiones de la genoteca GenDanl n.° AAH01042,
1P 036371, 11P_001017524, o 1IP_071878 con 1 hacta alrededor de 2, 3, 5,7, 10, 15,
20, 20, 50, 75 ¢ mac sustitucionez de amincacidos moderadas; una cecuencia de
aminodcidos que e al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99%
idéntica a laz acceziones de la genoteca GenDank n® AAHO01047Z, MP_026371,
1TP_001017524, o 1TP_071878, vy fragmenios funcionales de éstas. Los polipéptidos de
la invencién también incliyen homélogos (por cjemplo, ortdlogos y pardlogos),
variantes o fragmentos de las acceciones de la genoteca GenBank n.® AAHO01042,
TP 036371, YIP_001017524, o P_071876. En una configuracién, la proteina SIPT3
incluye un fragmento de la proteina SIRTS que se produce por division con una
peptidasa que procesa malriz mitocéndrica (MPP) v/o con una peptidasa intermediaria
mitocéndrica (MIP).

Loz términos «adminizivacién zictémican, «administrado en forma cistémica,
«administracién periféricar y «administracién por mita periféricay» son reconocidos en la
técnica y se refieren a la administracién de una composicidn, farmaco de tcrapia y otros
naterial diferente de una ruta directa al sistema nervioso central, de modo que ingrese al
cictema del paciente y, por tanto, pace por el metabolicio y olros procccos scmejantes.

El téimino «agente terapéuticoy €s bien conocido en la técnica y se refiere a
cualquier componente quimico que &3 una sustancia activa desde ¢} punto de vista
farmacolégico, fisioldgico o bioldgico que actia local o sistémicamente en un sujcto. 1l
térming también oz refiers a cualquier sustancia dectinada al vzo en diagnéstico, cura,
mitigacién, tratamiento o prevencién de una enfermedad o el avmento del desarrollo y/o
condiciones fisicaz o mentalzs deseables en un animal o ser humano.

El término «efecto terapéuticon es bien conocido en la técnica y se reficre al

efecto local o sistémico en animales, particularments mamiferos, y mas particularmente

i

1 !

ormy——



14

humanos, provocado por una sustancia activa decde el punto de vista farmacolégico. La
frase «cantidad terapéulicamente cfectivay significa que la cantidad de tal sustancia
produce algtn efecto local o sistémico descade a una relacién beneficio/ricsgo
razonable aplicable a cualquier tralamiento. La cantidad ierapéuticamente efectiva de tal
sustancia variard segin el cujeto v la condicion de enfermedad que se trate, él peso y
edad del sujeto, la gravedad de la condicién de enfermedad, la forma de administracion
y acpectos similares, que pueden facilmente ser determinados por un conocedor de la
técnica. Por ejemplo, determinadas composiciones descritac aqui pueden administraree
ern una cantidad suficiente para producir un efecto deseadc a una relacidn
beneficio/riesgo razonable aplicable a tal tratamiento.

El «iratamiento» a una condicion o enfermedad se icfiere a curar asi como al
nienos disminuir un sintoma de la condicién o enfermedad.

El término «deterioro visnaly se refiere a disminucion del sentido de la vision,
que frecuentemente es colo paicial v rc-,ve’rsiblc o irreversible durante ] tratamiento (por

ejemplo, cimgia). El deterioro particularmente grave de la visién sc denomina

\

«cegueray o «pérdida de la visidny, que se refiere a la pérdida completa de la vision,
empeoramiento de la visién en una relacién 20/200 que no puede mejorar con lentes
correctivos, o del campo visual en menos de vn didmetro de 20 grados (radio en 10
grados).
2. Moduladores de sirtuina

En un acpecto, la invencién proporciona novedosos compuestos moduladores de
la sirtuina paia el tratamiento y/o prevencién de una amaplia variedad de enfermedades y
tractornos que incluyen, por ejemplo, enfermedades o trastornos relacionados con el
envejecimiento o ectréz, diabetes, obesidad, enfermedades  neurcodegencrativas,
enfermedades v trastornos  oculares, enfermedad  cardiovascular, tractorncs  por
coagulacién canguinea, inflamacién, cancer y/o cricic vacormotora, ete. Los compucstos
moduladores de la sirtuina que aumentan ¢l nivel y/o la actividad de una proteina

sirtuina también puede utilizarse para el tratamiento de una enlzrmedad o trastorno en
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un sujeto que se beneficiara del aumento de la actividad mitocédndrica, para aumcntar el
funcionamiento muscnlar, para anmentar los niveles de trifosfato de adenosina (ATP,
por cus ciglas en inglés) en el mansculo, o para el tratamiento o prevenciéon de dafio
ticular muscular asociado con hiporia o izquemia. Otros compuestos revelados aqui
pueden zer adecwados para cn nso en una compocicién farmacéutica y/o uno o mas
métodos revelados en la presente invencién.

En una configuracién, los compuestos moduladores de la sirtuina de la invencidn se

representan por formula estructural (1):

X2=x3
\
R? X4
{\X Dy
o
RN
N S —

N
R1|/N/> \—’/{

R (1)
o una sal de éste, en donde:

dosz de X' a ¥* se celeccionan de —CP. - y -M-;

loc otros doz de X' a ¥ son —CR*-;

R' es un grupo de solubilizacién;

R? es un grupo fenilo opcionalmente sustitnido con un alquilo inferior, alcoxi
inferior, halbgeno, nitrilo o =CFs, o R? es un heterociclo de § a 6 mismbros que contiene
un hetercatoma My, opcionalmente, un segunds heierodlomo seleccionado de 11, Q o 5,
en donde dicho heterociclo estd opcionalmente sustituido con metilo o un haldgeno;

R* es independientemente seleccionado en cada presencia de ~1H, alquila inferior
o halégeno;

R es -H o ~CHj;

R es ~CH; o un halégeno; y

n es un entero de 0 a 4,

~3
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Por 1o general, P ez = y n ec 0, de modo que los compuestos de la férmula

estinctural (I) se representan con la férmula estructural (11):

X?=x3
2
R \<\ /x4
x1
=0
HN
I N\ S —
H—
=
R' N (ID);

o una sal de estos.

A contimacidn ce presentan los valores preferidos en loz compuectos de las
férﬁmlas estructurales (1) y (1D):

doz de X' a ¥* ce seleccionan de —CP*- y -M-;

loz otros doc de X' a 3% san —CR*-;

R* es independientemente seleccionado en cada presencia de —11, alquilo inferior
0 hal6geno;

R! es un grupo de solubilizacion; y

P? se selecciona de fenilo opcionalmente custituido con vne o més sustituycntes
seleccionados independientements de <CN, -F, -Cl y -CTs, v cuando cada uno de X' a
¥4 ec -CP"-, P2 ce celecciona adicionalments de un heterociclo de 5- a 6 miembros que
contiene un hetercatome Ny, opcionalmente, un segundo helerodiomo seleccionado de
N, Q06 S, en donde dicho heterociclo esta opcionalmente sustituido con metilo.

r1 ~4

En ciertas configuracionzs, cada wno de X a ¥ oo —=CR*-. En otra

*(r4

configuracion, uno de 7' a 3% e 11 y el reclo son —=CP*-. En clertac configuraciones,

"7'1 .

doc de %' a 37 son 11 5 el resto con —CP*-, En cierlas confignraciones, en donde dos

I 4 ~
de " a X" con ~11-, ! N w? son ~11-. En ciarlas configuraciones, en donde das de 'a

~rd ~rl ~r4 ~ri

. . ~rl
A son ==, 20y 20 zon =11-0 En cientas configuraciones, cuando wno de 2070 a 270 es -
| . . R
M-, ¥ es =1l-. En determinadas configuraciones, P* es H.
4 ¥ A
n clertac configuraciones, tal como cuando cada uno de vha e CI*-- P

s¢ selecciona de  fenilo, fluorofenilo, difluorofenilo, clorofenilo, metiltiazolilo,

e g n e
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pirimidinilo, piridilo y pirazclilo. En ciertas de talec configuracione 3, P2 sc celeceiona
de fenilo, fluorofenilo, difluorofenilo, clorofenilo, 2-metiltiazol-4-ilo, piridilo y pirazol-
1-ilo. Preferiblemente, R? es fenilo o piridilo.

En determinadas configuraciones, P! en —CH,-P? y P? es un heterociclo que
contiene nilrégeno opcionalmente sustitido con wno o mis cuctituyentec celeccionados
de alquilo C-C4, amino, halégeno, metoxi y metoxi-alquilo C-C4. En  estas
configuraciones, ' a ¥ y P? puede tener enalquiera de las valaree deccritos antes. 1in
ciertas de tales conﬁguracionc:, I'? e: fenilo, piridilo o 3-fluorcfenilo; ¥? ¥ 3 son -
CP*-y ¥y 3% con independienicmente seleccionados de ~CP*- ¢ —1-; 6 ambos.

En determinadas configuraciones, P ez CH,-P3 ¢ 1P ose selecciona de
piperacin-1-ilo, 4-(metoxietil-piperacin-1-ilo, 3,5-dimetilpiperacin-1-ilo, morfolin-4-ilo,
piperidin-1-ilo,  4-aminopiperidin-1-ilo,  pirrolidin-1-ilo, 3-ﬂ1.101'0pirrolidin-l;ilo,
-MH-(pirrolidin-3-ilo) y 1,4-diaza-biciclo[2.2.1]heptan-1-ilo. En estas configuraciones,
' a ¥y P? puede tener cualquicra de los valores deccritos antes, pero por lo general
P? cc fenilo, piridile o 3-fuorofenils; 32 y 37 son —CH- y X' y X' con
independientemente seleccionados de ~CH- o —N-; 0 amibos.

En ciertas de tales configuraciones, PP se selecciona de 4-(metoxictilo)-
piperacin-1-ilo, morfolin-4-ilo, piperidin-1-ilo y 4-aminopiperidin-1-ilo. Cuando R’
tiene estos valores, P2 por lo general ez fenilo, 3-fluorofenilo o piridile. Tambicn, por lo
general X2y ¥ son —CH- y ¥y ¥ son independientemente celeccionados de —=CH- o
—M-. En configuraciones particulares, 'y ¥* son independientements seleccionados de
~CH- ¢ M-, ¥? y Y3 son —CH-; P2 e fenilo, 3-flucrofenilo o piridilo; v P! e —CIL-1?
donde R? ce selecciona de 4-(metoxietilo)-piperacin-1-ilo, maorfolin-4-ilo, piperidin-1-
ilo y 4-aminopiperidin-1-ilo.

En clerta configuracién, los compuestos moduladores de la sirtuina abarcados

por la férmula estructural (I) son reprecentados por la formula estructural (11):
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X2zx3
R2\<\ /
x1__.
=0
RN
NS =
(T »
1 N (Ra (111)

o una sal de éste, en donde:

uno de X' a X2 es seleccionado de -CH- y -M-;

log otros dos de X' a X son -CH-;

R' es un grupo de solutbilizacion;

R? ¢z un gimpo fenilo opcionalmente sustituido con un metilo, haldgeno o —CF;,
o R? s un heterociclo de § a 6 miembros que contiene un hetercatomo Ny,
opcionalments, v segundo hetercalomo seleccionado de M, O o S, en donde dicho
heterociclo esta opcionalments sustituido con metilo o un haldégeno;

R es—-H o -CHs;

R es —CH; o un haldgeno; y

n es un entero de 0 a 4.

Por lo general, P. ez =H y n es 0, de modo que los compuectos de la [6rmula

estructural (IIT) se representan con la formula estructural (IV):

X2=x3
RZ
{\x D
0
HN
No—S =

R' N \_/ (IV).
A contirmacién ze presentan los valores preferidos de los compuestos de las
férmulas estructurales (I1I) y (IV):
o de X' a X2 es seleceionado de -CH- y <M=
log otros dos de X' a ¥ son -CH-;

I e,
R’ esun grpo de solubilizacion; y

2 . . . 1 .
P27 se selecciona de fenilo v fluorofenilo, v, cuando cada uno de ¥ a 3 ¢s -CH-,
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P? se seleceiona adicionalmente de un heterociclo de S- a 6 miembros que contiene un
heteroalomo 1y, opcionalmente, un segundo heierodtomo seleccionado de N, Qo S, en
donde dicho heterociclo esta opcionalmenie sustitnido con metilo.

En ciertas configuraciones, cada uno de ¥ a 32 es ~CH-. En otra configuracion,
uno de ' a 32 eo 11 5 el resto son —CH-. Por 1o general, cuande uno de X' a Y3 og -
N-, X' es -N-.

En ciertas configuraciones, tal como cuando cada uno de vlay3es -CH- P_Z o
selecciona de fenilo, fluorofenilo, metiltiazolilo, pirimidinilo, piridilo y pirazolilo. En
determinadas de tales configuracionss, P? 3e celecciona de fenilo, fluorofenilo,
2-metiltiazol-4-ilo, piridilo y pirazol-1-ilo. Preferiblemente, R? es fenilo o piridilo.

En determinadas configuraciones, P es —<CHp-P? v P2 ¢s un heterociclo que
contiens nitrégeno opcionalmente suctitnido con uno o mas sustitnyentcs celeccionados
de alquilo C)-C4, amino, halégeno, metoxi y metoxi-alquilo-Ci-C4. En  estas
configuraciones, X' a X2 v P2 puede tener cualquiera de los valores deceritos antes. Fn
determinadas de talec configuracionss, T2 se selecciona de fenilo, piridile o 2-
flnorcfenilo; 32y 32 con —CH- v ¥' ez -CH- ¢ -M-; 0 ambos.

En determinadas configuraciones, ' es -CHu-PY; v P2 ¢ selecciona de
piperacin-1-ilo, 4-(metoxictil-piperacin-1-ilo, 3,5-dimetilpiperacin-1-ilo, morfolin-4-ilo,
piperidin-1-ilo,  4-aminopiperidin-1-ilo,  pirrolidin-1-ilo,  3-flnoropirrolidin-1-ilo,
-MH-(pirrolidin-3-ilo) v 1,4-diaza-biciclo[2.2.1 heptan-1-ilo. En cctas configuraciones,
¥'ax3yp? puede tener cualquicra de los valores deseritos antes, aunque por lo general

es fenils, piridilo o 3-fucrofenilo; X2y ?13 son —CH- v 3! ez —CH- o =2-; 6 amibos.

En ciertas de talec configuraciones, P ce celecciona de 4-(metoxietilo)-
piperacin-1-ilo, morfolin-4-ilo, piperidin-1-ilo y 4-aminopiperidin-1-ilo. Cuando R’
tiene cstos valores, P2 por lo general es fenilo, 3-flucrofenilo o piridilo. También, por lo
general 72y 37 son —CH- iy v e -CH- o 1. En configuraciones particularzs, ¥ es -

CH- 0 =M-; 3% y 32 con —CH-; T2 &5 fenilo, 3-fluorofenilo o piridile; y ' ez ~CIH,-I

donde P? ce celecciona de 4- -(metoxietilo)-piperacin-1-1o, morfolin-4-ilo, piperidin-1-

[Ty e Y
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ilo y 4-arninopiperidin-1-ilo.
En otra configuracién, los compuestos modoladorzs de la sirtuina de la

invencién se representan por férmula estructural (V):

R#-—il
A
=0
HN
|N\ S e—
%
S

o una sal de éste, en donde:

el anillo A se selecciona de:

SN TSN N o< N
T B N ~ ~ N—CH
’\I\MJ ,\Iw b N\I\rﬁ N\,\ry ’\!N ;

! i .y
R’ es un grupo de solubilizacién; y

#
R" es un -H o ~O-CH,.
Aun en otra configuracion, loc compuectos moduladores de la sirtuina de la

invencién se representan por férmula estructural (VI):

(VI);
0 una sal de éste, en donde:

el anillo B se selecciona de:

X o~
oo U

S/

{ . .,
R’ es un grupo de solubilizacion.
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Los grupos de solubilizacién preferidos para las formulas estructurales (V)-(VI)
son los mizmos de las formulaz ectructurales (I)-(1V) definidos antes.

Loc comipuestos de la invencidn, que incluyen compuestos novedosos de la
invencién, también pucden ntilizarse en los métodos deceritos aqui.

Loz compuestos moduladores dz la sirtuina de la invencién modulan en forma
venlajosa el nivel y/o aclividad de una proieina sirluina, en particular la actividad de
desacetilasa de la proteina sirtuina.

Por separado o ademas de lag propiedades anteriores, determinados compuestos
moduladores de la sirtuina de la invencidn no tienen considerablemente una 6 mas de
las ciguientes actividades: inhibicién de la PI2-zinaca, inhibicién de la aldorreductasa,
inhibicién de la tirosina cinaca, transactivacién de la EGEP. tirocina cinaca, dilatacion
corcnaria o actividad ezpasmolitica, a concentraciones del compuecto que con efectivas
para la modulacién de la actividad de desacetilacién de una proteina sirfuina (por
ejerplo, tal como una proteina SIRT1 y/o SIRT3).

Un grupo alquilo es un hidrocarburo de cadena recta, cadena ramificada o
ciclica, no aromatico, que esta completarente saturado. Por 1o general, un gropo alquilo

& cadena recta o ramificada contiene de 1 hasta alrededor de 20 atomos de carbono,

P

preferiblemente de 1 hasta aliededor de 10 atomos de carbono, y un grupo alquilo
ciclico tiene de 3 hasta alrededor de 10 atomos de carbono, preferiblemente de 3 hasta
alrededor de 8 4dlomos de carbono. Ejemplos de gimpos alquilo de cadena recta y cadena
ramificada incluyen a metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butila, sec-butilo, ter-butilo,
pentilo, hexilo, heptile v octilo. Un gropo algquilo de cadena recta o cadena ramificada
C1-C4 también es referido como «alquilo inferior.

Loz giupos arométicos (arilo) incluyen a loc grupos aromaticos carbociclicos
tales como: fenilo, naftilo y antracile, y grmpos heteroarilo tales como imidazolilo,
tienilo, furilo, piridilo, pirimidilo, piranile, pirazolilo, pirroilo, piracinilo, tiazolilo,
oxazolilo y tetrazolilo.

Los grupos aromaticos también incluyen a los sisternas de anillo aromatico

-
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policiclicos fucionados en los cwales wn anillo aromético carbociclico o anillo
hetercarilo ce fuzsiona con un o mas de otros anillos heteroarilo. Ejeraplos incluyen al
benzotienilo, benzofurilo, indolilo, quinolinile, benzotiazol, benzorazol, beneimidazol,
quinolinilo, isoquinolinile ¢ isoindolilo.

Sustituyentes adecnados en un gipo alquilo o arile (carbociclico y heteraarilo)
son los que no inlerfieren apreciablemente con la capacidad de los compuestos
revelados de utilizar una o mds de las propiedades reveladas aqui. Un custitayente
interfiere apreciablemente con lag propicdades de wn compuesto cuanda [a magnitud de
la propi-‘:dad ce reduce en mas de alrededor de 50% e un compuecto con el sustituyente
en comparacién con el compuesto sin el suctituyenic. Ejemplos de sustituyentes

adecuados incluyen -OH, halégeno (-Br, -Cl, -1y -T), -OP?, -0-COP?, -COP?, -C(O)RY,

O, 1102, -CO0H, -COOPY, -OCO.F?, -C(ONTRAPP, -OC(IIRR, -SOH, -NH,, -

HHE?, P, -COOT?, -CHO, -COMH,, -CONHP?, -COlPTY), -1THCOR?, -
HECOF?, -1THOONH,, - THOOUPH, - THCOURY), FSCOTIH,, -1TPACOTT H,
JIPSCOTIPATY), C(=1TH)- My, ~O(=1TH)-HHE?, -C(=1TH)-I(PRY), -C(=11P%)-NH,,

[CEIPSATHP?,  -CEUESIPTEY,  JTH-CEN)TH,, - TH-O(= TH)-1THPRY,

A TH-CEHH)-T IR, A TH-C(=RS-1TH,, QTH-C(=1 RS- THER?,
S TH-CEHES)-T R, A TPYH-C(=1TH)-1 TH,, QIR TH)-TTHDY?,
STPY-C(ET TH)-TI(EED), ATPO-C(=1TP5)-1 THs, JIPSC(EPS-TTHEPS,

JIFSCELRS)TIPRY), -1THIH,, -1THUHE?, -JTHPTY, SO, TH,,  -SO51THD,,
SO TPRY, -CH=CHE?, -CH=CTF?, -CT*=CFF?, CR*=CHE, -CF=CRT, -CCPY,
-SH, -STy P (L es 0, 1 0 2), -S(OWOF* (Lez 0, 1 ¢ 2) y -FH-C(=FH)-FIH,. P*rd con
cada uno independientemente un grupo opcionalmente sustituido seleccionade de un
grupo alifatico, bencilo o aromético, preferiblemente wn grupo alquilico, bencilico o
arflico. Sustituyenles opcionales en PAPY ce zeleccicnan de MH,, MH(alifitico Cyu),
F(alifatico Cia)y, halégeno, alifatico 14, OH, O(alifatico ©4), WO, CN, COH,
COy(alifatico Cy), O(haloalifatico C.4), o haloalifatico C ., i donde cada uno de los

grpos alifiticos €y mencionados antes no ectdn sustituidos. Ademds, 2IPAb,

144
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tomados juntos, también pueden formar un gropo heterociclico no aromAtico sustitnido
o no sustitnido. Un grupo alifdiico sustitnido o arilo suztituido puede tener mas de un
sustituyente.

Log cuctituyentes caracteristicos en un anillo arilo se seleccionan de un gmipo de
solubilizacién, halbgeno; -P.2; -OF°; -SP°; 1,2-metilendioxi; 1,2-ctilendioxi; fenilo (Ph)
opcicnalmente custitnido con P -O(Ph) opcionalments custituide con P <(CHy).
»(Ph), opcionalmente sustitnido con B2 -CH=CH(Ph), opeionalments sustituido con P
1105, -C1L IRy, -SSR, -C(O)CH (O, -CO, P2, «C(0)P-°; -S(0), e,
SOy, -SSR, AITRCSOLII(P )y, -1IPCSOe; -C(ESIIEPDy; o -C¢ NH)-
(P, o en donde cada prezencia independiente de T° ze sclecciona de hidrégeno,
alifatico Cy.¢ opcionalmente sustituido, un anillo heterociclico o hetcroarilo de 5 a 6
miembros no sustituido, fenilo, -OPh), o -CHy(Ph), o, a pesar de la definicién anterior,
dos presencias independicntes de T°, en el micmo custituyente o sustituyentes
diferentes, tomados juntos con los dtomos a los cuales cada grupo P.° ectéd enlazado,
forman un cicloalquilo, arilo ¢ heterociclila de 3 a 8 miembros, que tendra 0 a 3
heterodtomos seleccionados independientemente de nitrdgenc, oxigeno o azufre. Los
cuztituyentes opcionales en el grupo alifatico de P2 se seleccionan de TTH,, TIH(alifatico
Ca), H(alifaiico ) 4), halégene, alifitico Cy., OH, Oalifatico C4), THO,, CH, COH,
COy(alifatico C4), O(haloalifatico C)4), o haloalifatico )4, en donde cada uno de los
orupos alifaticos €4 mencionadas antes de F° no esta custituido

Laz combinaciones de sustituyentes v variables consideradas por ecta invencion
con colamente las que ce obtienen en la formacidn de compuectos estables. Comae se uca
aqui, el €rmino «establen se refiere a loc compuestos que poseen cuficiente ectabilidad
para permitir su fabricacién y que mantienen la integridad del compuesta durante un
periodo suficiente de tiempo para ser il con los fines detallados aqui.

Como se usa aqui, un «grupe de solubilizacién» es una parte que tienc caracter

hidréfilo lo suficiente para mejorar o aumentar la solubilidad en agna del compuesto en

P

ot
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el cual se incluye, en comparacién con un compuesto andlogo que no incluye este
grpo. El cardcter hidedlilo puede obtenerse por cnalquier medic, tal como por la
inclusién de grupos funcionales que se ionicen bajo 1as condiciones de uso para formar
porciones con carga (por gjemplo, dcidos carbozilicos, dcido culfénico, Acido fasférico,
aminas, etc.); grupos que incluyen cargas permanentes (por ¢jemplo, grupos de amonio
cnaternario); y/o gmpos heterodtomos o heteroatémicos (por cjemple, O, S, M, NH,
T(CHy),-FY,  TI-(CHy)-C(O)PT,  TIH(CHp)y-C()OP?,  TI-(CHy),-S(D).P-
TI-(CH)y-S(0)0F", TI{(CH)y-C(ONIPTTY ele., en donde P° se selecciona de
hidrogeno, alquilo inferior, cicloalquilo inferior, arilo (C6-C14), fenilo, naftilo,
arilaquilo (C7-C20) v bencile, en donde P? estd opeionalments suctituido; y 3 es un
entero que estd en el intervalo de 0 a 6), grupos heterociclicos opcionalments sustituidos
(por ejemplo, ~(CHa)a-RP, -(CHp)w-C(O)-FP, -(CHy)u-0-(CHy),-R®, en dande R sc
selecciona de un heterociclo monociclico saturado vy opcionalmente sustituido, un
heterociclo fusionado biciclico saturado vy opecionalmente sustituido, un hcterociclo
espiro biciclico saturado, opcionalmente sustituido, un heteroarilo  opeionalmente
sustitnido y un heterociclo diferente de arilo parcialmente sustituido, opcionalmente
sustitnido; v noes un entero en el inlervalo de 0 a 2). Se debe entender que los
onstituyentes presentes en P o I’ 1o necesilan mejorar o aumentar la colubilidad en
agua cobre ous contraparies no suslilnidas para estar dentro del alcance do csta
definicién. Todo 1o que e requicre ec que talez suctituyentes no  degraden
significativamente la mejora de la solubilidad en agua proporcionada por la parte R o
R® no sustituida.

En una configuracién, el grupo de solubilizacién aumenta la solubilidad en agua
del compuesto correcpondiente que carece del grupo de solubilizacién al menos S veeces,
preferiblemente al menos 10 veces, de mas preferencia al menos 20 veces y de mayor
preferencia al menos 50 veces.

En una configuracién preferida, el grupo de solubilizacién es parte de la

formula:

e e

P e N,

T
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“(CHp)p-R'C-NERMR'), en donde:

n se seleccionade 0, 1 0 2;

R ¢e selecciona de un enlace, -C(0)-, o -O(CHa)n; y

1 . . .
Cada R'" ¢s independienterente seleccionado de:

a.

b.

G2

hidrégeno;
alquilo C-C4 de cadena recta o ramificada, en donde dicho alquilo cstd
opcionalmeite sustituido con halo, CN, OH, O-(alquile ©)-C, de cadena recia o

ramificada), N(R")(R)"), 0 =0;

R1,/N

or

anibas partez 'Y se toman junitas con el dtome de nitrégene al cual estan unidos

Z35 N Z31 N\
.
B, L3~/
para formar un anillo de estructura 37 , 33 , O
o
K\ /
N
Ry— N
;0

eplol - . - p :
ambac partec P77 ze toman juntaz con el dtomo de nitrdgeno al cual cstan unidos
I o)

para formar un anillo de heteroarilo de S miembros que contiene 1 a 2 4tomos de

M adicionales, en donde dicho anillo hetercarilo estd opcionalmente sustituido

; l’i‘ i :1
b al
i )
)

—t i
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con Ry";

en donde:
. . . </ 30y /2 50
cada 7 es independientemente seleccionado de: -0-, -S-, TP '-, o -C(P77)Y(P77)-,
en donde:
al menos tr T T T e O 50P50.
al menos tres de Zao, Za1, Za3, ¥ Zon con -C(FP7)(ET)-;
P, P4 r ~r rr 7 e 50y 1 S0y
al menos tres de Zo4, Zos, Zoe, T, ¥ Zao con -C(RTWERT)-;
e gm e A 7 7 L ST S, (wPSO PSO i
al menos cuatro de Zsg, 7oy, Do, ¥ Zas con -C(ERYIT)-; y
i S B~ 7 7 7 P FPSO 1150 .
al menos cuatro de Zsy, 7as, Zae, L37, ¥ Zap S0n - (P )-;

Cada P' se selecciona independientemente de hidrégeno o un alquilo de cadena
recta o ramificada C)-Cs opcionalmente sustituido con une © méas sustituycntes
seleccionados  independientemente de halo, -CM, -OH, -OCH;, -NH,, -NH(CHs),
-N(CHj3)2, 0 =0;

Cada I g& zelecciona independizntemente de Iy, halo, CTH, OH, O-(alquilo de
cadena recta o ramificada C-Cy), I )W(FL"), =CFy', ST, =110, =IO, 0 =0;

cualesquicra dos P no ciclicos adecuados se unen opcionalmiente entre si
directaments o por medio de un puente alcanodiilideno, alquenileno o alquileno Cy a Cy,

para producir nin anillo biciclico fusionado o anillo espiro; y

7 —
L9585 — =20 Lag N
ol F S
Zos__-Zos Zir 236\2/238
una estructura de anillo 2 , 23 , 37 , 0
7 — %30
31\
N
3o
L33
estha opcionalmente benzofusionada o fusionada 2 un hetercarilo monociclico

para producir un anillo biciclico.
Por claridad, el término «puente alcanodiilideno, alquenileno o alquileno C) a
Co» abarca estiucturas multivalentes -CH,-, -CH,-CH,-, -CH=, =CH-, -CH=CH-, o

=CH-CH=. Laz doc partes P°° que estan opcicnalmente unidas entre s pueden ectar en

em ST

[
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el mismo 4tomo de carbono o en diferentes Atomos de carbono. El primer caso produce
un anillo biciclico espire, mientras que el altimo caso produce un anillo biciclico
fucionada. Sera obvio para los conocedoies de la téenica que cuando dos P% s enlaan
entre oi para formar un anillo (ya sea directamente o a través de uno de loc puentes
citados), ce perdera nno o mas de los dlomos de hidrégeno terminales en cada P> Por
consignients, una parle «R°° no ciclica adecuaday disponible para la formacién de un
anillo es un P no ciclico que comprende al menos un Atomo de hidrégeno terminal.

En otra configuracién, el grupo de solubilizacién es wna parte de la formula::
-(CHy),-O ,en donde ny P19 son tales como los definidos con antericridad.,

Aun en otra configuracién, el grupo de solubilizacién es una parte de la
formula:: -(CHy),-C(Q)-P', en donde n y Py con talec como loc definidos con
anterioridad.

En ciertaz configuraciones, wn grupo de solubilizacién ce cselecciona de
-(CHy),-R. 192 endondenes 0,102, preferiblemente 2; y P12 ¢e celecciona de

e
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en donde loz grupes Py son tales como oz definidos con anterioridad.




29

En determinadas configuracioncs particulares, el grupe de colubilizacién se
selecciona de 2-dimetilamninoctilcarbamoilo, piperacin-1-ilocarbonilo,
piperacinilometilo, dimetilaminometilo, 4-metilpiperacin-1-ilometilo, 4-aminopiperidin-
l1-ilo-metilo, 4-Mioropiperidin-1-ilo-metilo, morfolinometila, pirrolidin-1-ilomectilo, 2-
czo-d-benzilopiperacin-1-ilometilo, 4-benzilopiperacin-1-ilometilo, 2-oxopiperacin-1-
ilometilo, piperidin-1-ilometilo,  piparacin-1-iloctilo,  2,3-dioxopropilamincmetilo,
tiazolidin-3-1lometilo, 4-acetilopiperacin-1-ilometilo, 4-acetilopiperacin-1-ilo,
morfoline, 3,3-diflucroacetidin-1-ilometile,  2H-tetrazol-5-ilometilo,  tiomorfolin-4-
ilometilo, 1-oxotiomorfolin-4-ilometilo, 1,1-diozotiomorfolin-4-ilometilo, 1/-immdazol-
l-ilometilo,  3,5-dimetilopiperacin-lilometilo,  4-hidroxipiperidin-1-ilometilo,  N-
metilo(1-acetilopiperidin-4-ilo)-aminometilo,  N-metiloquinuclidin-3-iloaminometilo,

1H-12 4-triazol-1-llometilo, 1-metilopiperidin-3-ilo-oximetile o 4-flucropiperidin-1-

ilo.
Cuando no aparezca inclnido dentro de ninguna de las definiciones presentadas
anles, ¢l términe del «grupo de solubilizaciény» también inchiye partes reveladaz que se

presentan unidas en la posicién 7 del acido 1-ciclopropil-6-flucro-1,4-dihidro-4-

oxoquinolin-3-carboxilico (ciproflozacina) v ous derivados como ce revela cn lag

A

publicacicnez PCT WO 2005/026165, WO 2005/049602, y WO 2003/053108, v las
publicaciones de patente enropea EP 0343524, EP 0688772, EP 0152163, EP 0159174,
azi como loz «grupos de solubilizacién en agua» descritos en la publicacion de Patente
de loc Ectados Unidos n.® 2006/0035891. La icvelacién de cada una de ectas
publicaciones de patente se incorpora aqui como referencia.

Loc compuectos revelados aqui  también incluyen variantes parcial vy
completamente deuteradoz. En ciertas configuraciones, unc o mas alomos de deulerio
estan presentec para ectadios cinéticos. Un conocedor de la téenica puede celeccionar
loc citios en loc cuales estan precentes tales Atomos de deuterio.

También ce incluyen calec en la prezente invencién, particularmente cales

farmacénticamente acepiables, de los compuestos moduladores de la sirtuina doscritos

B e S
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aqui. Loz compuestos de la presente invencién que poseen suficientemente acide, un
grupo suficientemente basico, o ambos grupe: funcionales, pueden reaccionar con
cualquiera nimero de bazes inorgénicas, y 4cidos organicoc € inorganicos, para formar
una cal. Allernativamente, 1ot compuesios que ectan inherentemente cargados, tales
como en el caso de nitrdgeno cuaternario, pueden formar una sal con un contraion
apropiado  (por e¢jemplo, un halueo tal come bromuro, cloruro o fluoruro,
particularmente bromuro).

Loz compuestios y sales de estos decciitos aqui tamabién incluyen los hidratos
(por ejemplo, semihidrato, monohidraio, dihidralo, trihidrato, tetrahidrato) v solvatos de
los compuestos y cales de ectos. Loz colventes adecuados para la elaboracion de
solvatos e hidratos pueden en general ser seleccionados por un conocedor de la téenica.

Loz compuestos y sales de estos pueden estar precentec cn formas amorfas o
cristalinas (que incluyen forma cocristalina y polimorfa).

Loz acidos comdnmente empleados para formar cales de adicién 4cida son
acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, dcido bromhidrico, acide yohidrico,
acido culfirico, dcido fosférico v acidos cimilares, y 4cidos organicos tales como 4cido
p-toluencsulfénico, acido metanosulfénico, acido oxzalico, Acido p-bromofenilsulfénico,
acido carbénico, acido succinico, acido citrico, acido benzolco, acide acético y acidos
cimilaies. Ejemiplos de tales zales incluyen a sales de culfato, piroculfato, bisulfato,
sulfito, bisulfita, focfato, fosfalo monodcido, fosfalo didcido, metafosfato, pirofosfato,
cloruro, bromuro, yoduro, acetalo, propionalo, decanoalo, caprilato, acrilato, formato,
isobuliral«:», caproalo, heplanoalo, propiolato, oxalalo, malonalo, succinalo, suberato,
sebacato,  fumarato, maleato,  butin-1,4-dicato,  hexin-1,6-dicato,  benzoato,
clorobenzoato, melilbenzoato, dinitrobenzoaio, hidrozibenzoato, meloxibenzoato,
ftalaio, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacelaio, fenilpropionato, [enilbutirato, cilrato,
lactato, gamma-hidroxibutiralo, glicolato, tartrato, metanosulfonalo, propancsulfonato,
naftalen-1-zulfonato, naftalen-2-culfonato, mandelato v sales cimilares.

Salez de adicién bazica incluyen a las derivadas de bases inorganicas, tales como

|
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los hidréxides, carbonatos, bicarbonalos de metal alcaling, alcalinotéireo o amonio y
bases cimilares. Tales bases wtiles en la elaboracién de lac calec de ecta invencidn
incluyen al hidrézide de zodio, hidréxide de potasio, hidréxida de amonio, carbonato de
potasio bases simnilares.

Seain ofra configuracién, la presente invencién proporciona métodos de
produccién de los compuestos moduladores de la cirtnina definidos antec. Los
compuestos pueden cintetizarse wiilizando téenicas convencionales. En forma ventajosa,
ecloz compuestos son sintetizados en forma convenicnte a partir de materiales de partida
faciliente disponibles.

Un método de elaboracién de los compuestos de la invencién involucra la

reaccién del siguiente compuesto:

NH NO,

en donde X es un grupo saliente (por ejemplo, un haldgeno tal como CI), con un agente

de cierre del anillo (por ejermple, un agente) para formar el siguicnte compuesto:

77
M (R,

iste compuesto por lo general es clorado o bromado, por ejemplo, con N-

bromosuccinimida para formar el siguiente compuesto:

!
i
!
!
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donde Hal reprecenta un halégeno, aunque pueden aceptarse otros grupos salientes. Fote
compuesto luego se hace reaccionar con un heteroanillo que contiene mitrégeno
opcionalmente protegido (por ejermplo, un grupo R? opcionalmente protegido) para

formar el siguiente compuesto:

T Y o W

— (F
en donde ¢l heteroanille que contiene nitrégeno esta opcionalmente sustituido y como
opcidn incluye uno o méc heterodtomos adicionales. El compuecte e reduce con un

agente reductor apropiado, por ejemplo, polvo de hierro, para formmar el siguiente

Y
A D

- (R,

compuesto:

Sote conmpuecto después reacciona con un Acide piridincarboxilico cuctituido con P2 o
nn Acido benzaico eustitnida con P2y, ol a5 necesario, desprotegido, para formar un
compuesto de la invencién.

En la téenica ce conocen metodologiaz y transformaciones quimicas de cintesis
ntiles en la elaboracidn de los compuectos moduladores de la cirtuina descritos aqui e
incluyen, por ejemplo, los descritos en P. Larock, Comprehensive Creanic
Transformations (1989); T. W. Greene y P. G. M. Wutz, Protective Groups in Organic

—

Synthesis, 2da edicion (1991); L. Tieser y M. Tieser, Fieser y Fieser's Reagenis for
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Orzanic Synihesis (1994); v L. Paquette, ad., Encyclopedia of Reagents for Organic
Synthesis (1995).

En ejemaplos de configuracién, v compuesto modulador de sirtuina puede
atravesar la membiana citoplasmica de una célula. Por ejemplo, un compuesto tendria

wna permeabilidad celular de al menos alrededor de 20%, 50%, 75%, §0%, 90% o

95%.
Loz compuestos moduladores de la sirtuing deccritos agqui también tendrian una
o mas de las siguientes caracteristicas: el comipuesto puede ser en esencia no téxico

para una célula o sujeto; el compuzzto modulador de sirtuina puede ser una moléeula
organica o una molécula pequeiia de 2000 uma o menos, 1000 uma o menos; un
cormpnesto puede tener una vida media bajo condiciones atmosféricas normales de al
nienos alrededor de 20 dias, 60 dias, 120 dias, 6 mezes o 1 2fio; 2l compucsto puede
tener una vida media en solucidn de al menos al menos alrededor de 30 dias, 60 dias,
120 diac, 6 mezses o 1 afio; win compuesto moduladeor de cirtuina puede cer mAas estable
en solucién que ¢l resveratrol en al menos un factor de alrededor de 50%, 2 veees, S
veces, 10 veces, 30 veces, S0 veces o 100 veces; un compuesta modulador de sirtuina
puede promover la desacetilacion del factor de reparacion de ADN Ku70; un
compuesto modulader de sirtuina puede promover la desacetilacién de RelA/p6S; un
compuesto puede aumentar las velocidades de recambio generales y ampliar la
cencibilidad de célulac a la apoptocic inducida por el TNF.

En ciertas configuraciones, un compuesto modulador de sirtwina no ticne
capacidad apreciable alguna de inhibir vna hictona desacetilaca (HDACS) clase 1, una
HDAC clace I, o HDACs 1y 11, a concentraciones (por cjeraplo, in vivo) efectivas para
la modulacién de la actividad de desacetilasa de la sirtuina. Por ejemplo, En las
configuraciones preferidas el compueste modulador de sirtuina es un compucsto
activador de la sirtuina y se escoge para que tenga una ECs para la activacion de la
actividad de sirtnina desacetilaca que =c al menos 5 veces menor que la ECso para la

inhibicién de vna HDAC T y/o una HDAC 11, ¢ incluso de mas preferencia al menos 10
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veees, 100 veces o incluso 1000 veces menos. Loz métodes para la evaluacion de la
actividad HDAC I y/o HDAC II con bien conocidos en la téenica y loc kits para
realizar tales encayes pueden comjpraize comercialmente. Véase por cjemplo,
RioVicion, Inc. (Mountain View, CA; www.biovicion.com) v Thomaz Scientific
(Swedeshoro, MJ; www.tomagsei.com).

En ciertag configuraciones, un compuesto modulader de sirtuina no tiene
capacidad apreciable alguna de modular homélogos de sirtuina. En una configuracion,
nn activador de una proteina sirtuina humana no tendréd capacidad alguna para activar
una proteina sirluina de eucaricias inferiores, particularmente levadura o patégenos
para log humanos, a concentraciones (por ejemple, in vivo) efectivas para la activacion
de la actividad de la desacetilasa de la sirtuina humana. Por ejemplo, vn compuesto
activador de la sirtuina puede escogeize para que tenga una ECsy para la activacion de
wna girtuina humana, tal como la SIRTL y/o la SIPT3, en donde la actividad de la
desacetilasa ec al menos 5 veces menor que la ECsq para la activacién de una sirtuina
de levadura, tal como la Sir2 (como la Candida, S. cerevisiag, eie.), ¢ incluso de mas
preferencia al menos 10 veces, 100 veces o incluze 1000 veces menor. Pn otra
configuracion, un inhibidor de una proteina sirtnina de eucariotas inferiores,
particularmente levadura o paidgenos para los humancs, no tendrd capacidad
apreciable alguna para inhibir una proteina sirtuina de hwmanos a concentraciones (por
gjemplo, in vivo) efectivas para la inhibicidn de la actividad de la desacetilasa de una
proteina sivtuina de un eucariota inferior. Por ejemplo, un compuesto activador de la
sirtuina puede escogerse para que tenga wna ICsy para la inhibicién de una sirtuina
humana, tal como la SIRT1 y/o la SIPT3, en donde la actividad de la desacetilasa es al
menos 5 veces menor que la ICqo para la inhibicién de wna sirtuina de levadura, tal
conio la Sir2 (como la Candida, S. cerevisiae, etc.), ¢ incluso de mas preferencia al
menos 10 veces, 100 veces o incluso 1000 veces menor.

En ciertas configuraciones, un compuesto modulador de sirtuina puede tener la

capacidad de modular uno o mas homdélogos de proteina sirtuina, tales como, por
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ejemplo, una de lag SIPT1, SIPT2, SIPT3, SIFT4, SIPTS, SIPTE o SIPT7 humanas.
En una configuiacidn, wn compuesio modulador de sirlvina lene la capacidad de
modular tanto la proteina SIRTT como la proteina SIRTS.

En otras configuraciones, un modulador de SIRT1 no tendrd capacidad

apreciable alguna para modular otroc homélogos de proteina sirtuina, tales como, por

ejemplo, una de lac SIPT2, SIPTZ, SIPT4, SIPTS, SIPT6 o SIPT7 humanas, a
concentraciones (por ejemplo, in vivo) efectivas para la modulacion de la actividad de
la desacetilaza de la SIRT] humana Por ejemplo, un compuesto modulador de sirtuina
puede escogerse para que lenga una EDsy para la modulacién de la actividad de la
desacetilasa de SIPT1 humana que ec al menos S veces menor que la EDsg para la
modulacién de una o mac de lag SIPT2, SIPT2, SIPT4, SIPTS, SIPTG6, o SINT7
humanas, e incluso de mids prefercncia al menos 10 veces, 100 veces 6 incluso 1000
veces menor. En una configuracion, nin modulador de SIRT1 no tiene capacidad
apreciable alguna de modular una proteina SIRT3.

En otias configuraciones, un modulador de SIRT3 no tendrd capacidad
apreciable alguna para modular otros homalogos de proteina cirtuwina, tales como, por
¢jemplo, una de las SIPTL, SIDT2, SIPT4, SIPTS, SIPT6 o SIFT7 humanas, a
concentraciones (por ejemplo, in vivo) efectivas para la modulacion de la actividad de
la desacetilasa de la SIRTS humana Por gjemplo, vn compnesto modulader de sirtuina
puede escogerse para que tenga una EDsg para la madulacién de la actividad de la
decacetilaza de SIPT3 humana que e al menos S veces menor que la Esg para la
modulacion de una o méc de las SIPTI1, SIPT2, SIPT4, SIPTS, SIPT6, o SIT7
humanaz, e incluzo de mas preferencia al menos 10 veces, 100 veces o incluzo 1000
veces menor. En una configuracién, un modulador de SIRT3 no tienc capacidad
apreciable alguna de modular una proteina SIRT.

En ciertas configuraciones, un compuesto modulador de sirtuina tendria una
afinidad de unién para vna proteina sirtwina de alrededor de 10°M, 107'°M, 1071'M, 107

12 o . .
M o menor. Un compuesto modulador de sirtuina puede reducir (activador) o
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auvimeniar (inhibidor) la Ilm aparente de una proteina sirtnins para cu susirato o TTAI ‘; l

et

(u otro cofactor) en un factor de al menos alrededor de 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 o 100.
En cicrtas configuraciones, loc valores de Flm ce determinan por el encayo de
ecpecirometria de masas deccrilo agui. Loz corapuestos aclivadoies preferidos reducen
la T de una cirtuina con respecto a cu sustralo o cofactor en un grado mayor que ¢l ,I
provocado por ¢l resveratrol a una concentracién similar o reducir la ¥m de una
cirtuina con recpeclo @ su suslralo o cofaclor cimilar al provocado por ¢l resveratrol a

una concentraciéon inferior. Un compuesto modulador de sirtuina puede aumentar la

Vimaz de una proteina sirtuina en un factor de al menos alrededor de 2, 2, 4, 5, 10, 20, e

i .i§
30, 50 o 100. Un compuesto modulador de sirtuina pueds tener nna EDsg para la Fﬂl’ i:‘lf
modulacién de la actividad de desacetilasa de una proteina SIRT1 y/o SIRT2 menor de
alrededor de 1 nM, menor de aliededor de 10 aM, menor de alrzdedor de 100 nM,
menor de alrededor de 1 pM, menor de alrededor de 10 pM, menor de alrededor de ‘. d
100 uM, o de aproximadamente 1-10 aM, de alrededor de 10-100 1M, de alrededor de f’ﬁ f gﬂ}

0,1-1 pM, de alrededor de 1-10 pM o de alrededor de 10-100 pM. Un compuesto 5 .

mnodulador de sirtuina puede modular la actividad de la desacetilasa de una proteina de

SIET1 y/o SIRT2 en un factor de al menos alrededor de 5, 10, 20, 30, 50, o 100, ¥
[ I

medida en un enzayo celular o en un encayo bacado sobre células. Un compucsto “ i

activador de la sirtuina puede provocar al menos alrededor de 10%, 30%, 50%, 80%, 2

veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces o 100 veces mayor induccidn de la actividad de la
desacefilaca de una proteina sivlvina con respecto a la misma concentracién de |

resveratrol. Un compuesto modulador de sirtuina puede tener wna EDsy para la

modulacion de la SIPTS que es al menos alrededor de 10 veces, 20 veces, 20 veces o
50 veces mayor que la de la modulacién de la SIRT1 y/o SIRT3.
3. Ejemplos dc uso

Zn clertos aspectos, la invencién proporciona métodos para la modualacion del

nivel y/o actividad de una proteina sirtnina y métodos de uso de éste.

En ciertas configuraciones, la invencién proporciona métodos para el uso de los o
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compuesios moduladores de la sirivina, en donde loz compuestos moduladores de la
sirtuina aclivan una proteina sirtuina, por ejemplo, aumentar el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina. Loz compuestos moduladores de la cirtuina que aurientan €l nivel
ylo actividad de una prolefna sirtuina pueden utilizarse para una variedad de
aplicaciones terapéulicas que incluyen, por gjemplo, el anmento del ciclo de vida de una
célula, y el tratamiento y/o prevencién de vna amplia variedad de enfermedades y
trastornos que incluyen, por ejemplo, enfermedades o trastornos relacionadeos con el
envejecimiento o estrés, diabeles, obecidad, znfermedades  neurodegencrativas,
enfermedad cardiovascular, trastornos de coagulacién zangoinea, inflamacién, cancer
y/o crisis vasomotora, etc. Loz métodos comprenden la adminictracién a un sujeto en
necesidad de estos de una caniidad farmacéulicameite efectiva de un compuesto
modulador de sirtuina, por ¢jemplo, un compuesto activador de la sirtuina.

Aunque los solicitantzs 1o desean vineularse con una teoria en particular, se
ectima que los activadores de la presente invencién pueden interactuar con una sirtuina
en la mizma ubicacién deniro de la proteina sirtuina (por zjemplo, €l sitio activo o sitio
que afecta la I7m o Vmax del sitio active). Se ectima que esta es la razén del porqué
deierminadac claces de aclivadores de sirtning e inhibidores pueden tener similitud
estructural considerable.

En ciertas configuraciones, los compuestos moduladores de la sirtuina deseritos
aqui pueden administrarce zoloc o en combinacién con otros compuestos. En una
configuracidn, una mezcla de dos o méas compuestos moduladores de la cirtuina puede
administrarse a wn sujeto que la necesita. En otra configuracién, un compuesto
modulador de sirtuina que awmenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
puede adminiztrarse con wno o mas de los siguientes compnestos: recveratrol; buteina,
fisclina, piceatanol o quercetina. En un zjemplo de configura cién, un compuesto
modulader de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una profeina sirtnina

puede administrarse en combinacién con vn Acido nicotinico. En otra configuracion, un

&S
C‘*

compuesto modulador de sirnina que disminuye el nivel y/o la actividad de una
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proteina sirluiﬁa puede administrarse con uno 0 mac de los siguientes compuestos:

nicotinamida (1TAM), curanim; 117023 (antagonista de proteina G); TII279 (antagonista

del receptor purinérgico); Trolox  (Acide  6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametileroman-2-

carboxilico); (-)-epigalocatequina (sitioc de hidrexd 3,5,7,2',4%,5); galato de (-)-
n

epigalocatequina (sitios de hidroxi 5,7,3',4',5" v écter galate en 3); cloruro de cianidina

(clorure  de  3,5,7,3'4-pentahidroxiflavilio); cloruro  de  delfinidina  (clorure  de

20—

o & 2
A}

3,5,7,3".4" 5'-hexahidioxziflavilio); miricelina (canabiscetina, 3,5,7,2',4".5'-
herahidroziflavona);  3,7,3',4",5'-pentahidioriflavona;  gosipetina (2,5,7,8,3",4'-
hewahidraxiflavona), sirtinol; y esplitomicina. Aun en otra configuracién, uno o mas
compuestos moduladores de la sirtuina puede adminictrarse con uno o mas agentes
terapéulicos para el tralamiznlo o prevencién de variac enfermedades, incluyen, por
ejemplo, cancer, diabeles, enfermedades  neurodegencrativas,  enfermedad
cardiovaceular, coagulacién canguinea, inflamacién, criciz vacomotora, ohesidad,
envejecimiento, ecirés, elc. En diversac configuraciones, lac politerapias que
comprenden un compuesto modulador de sirtuina pueden referirse a(l) compaosiciones
farmacéuticas que comprenden uno O mMas compuestos moduladores de la cirtuina en

combinacién con wno o mac agentes terapéuticos (por gjemplo, wno o mas agentes

terapéulicos descritos aqui); v (2) la coadministracién de uno o mas compuestos
moduladores de la sirtuina con uno o més agentes terapéuticos en donde el compuesto
moduladoi de sirtuina y el agenle terapéulico no han sido forrmulado en las mismas
composiciones (pero puede estar presente dentro del mizmo Fit o paquete, tal como un
envase alveclado 1 otro envase con varias cémaraz; recipientes sellados por separado,
conectados (por ejemplo, bolsitas de aluminio) que pueden ser ceparados par el vsuario;
¢ un lit donde el compuesio(s) modulador(ez) de sirtuina y el otro agente(s)
terapéulico(c) estan en recipientez ceparados). Cuando se wtilizan formulaciones
separadas, &l compuesto modulador de cirtuina puede administrarce en al mismo

momento, intermiiente, escalonado, antes, después o en combinaciones de estos, con la

administracidn de otro agente terapéutico.
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En ciertaz configuraciones, los métodos para la reduccién, prevenciéon o
ratamiento de las enfermedades o trastornos que utilizan el compuesto modulador de
cirtuina también pueden comprender el aumento del nivel de proteina de una sirtuina, tal
como la SIPTI, SIPT? y/o SIPT3 humanas w homologee de éstac. El aumento de los
niveles proicicos puede oblenerse por la introduccién en la célula de vna 6 més copias
de un 4cido nucleico que codifica una sirtuina. Por ¢jemplo, el nivel de una sirtuina
puede aumentarse en una célula de mamifers al introducir en la célula de mamifero wn
4cido nucleico que codifica la sirtuina, por zjemplo, el aumento del nivel de SIRTT por
la introduccién de 4cido nuclzico que codifica la secnencia de aminoacidos presentada
en la accezién de la gencleca GenBank n.® TIP_026370 y/o el aumento del nivel de la
SIP.T3 por la introduceién de 4cido nucleico que codifica la secuencia de amino4cidos
preseniada en la accesién de la genoteca GenBank: n.° AAH01042.

El acido nucleico que se introduce a una célula para aumentar ¢l nivel de
proteina de nna cirtuina puede codificar una proteina que ez al menas alrededor de 80%,
85%, 90%, 05%, 8%, o 99% idénlica a la cecuencia de una sirtuina, por ejemplo,
proteina SIPT1 y/o SIRT3. Por ejempls, el dcido nucleico gque codifica la proteina

puede ser al menos alrededor de §0%, 5%, 0%, 95%, 98%, 6 99% idéntica a un acido

a9

nucleico que codifica una proteina SIPT1 (por ejemplo, aceesion de la genoteca
GenBank n.° TIM_012238) y/o SIPT3 (por ejempla, accezién de la genoteca Genldank
1.° BC001042). T 4cido nucleico fambisn puede zer un Acido nucleico que hibrida,
preferiblemente bajo condiciones de hibridacién rigurosas, a un 4cido nucleico que
codifica una cirtuina natural, por ejemplo, proteing SIPT1 /o SIPT2. Las condicioncs
rigurosas de hibridacién pueden incluir la hibridacion y lavado en 0,2 veces de SSC a
65 °C. Cuando ze utiliza un 4cido nucleico que codifica una proteina que e diferents de
la proteina sirtuina natural, tal cormo una proteina que es un fragriento de una sirtnina
natural, 1a proleina preferiblemente es bioldgicamente activa, por ejemplo, ¢ capas de
desacetilacién. Solamente es necesario expresar en la eélula una parte de la sirtuina que

es biclégicamente activa. Por gjemplo, una proteina que difiere de la SIRTT natural que

2=
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{iene una accesidn de la genoleca GenBank n.° 1TP_036370, preferiblemente ¢ sontiene la
ectruciura de micleo de ésta. La estructura de rcleo en algunac ocaciones ce refiere a
amincicidos 62-203 de accesidén de la genoteca GenBanl: n® TTP_026270, que con
codificados por nucledtides 237 a 922 de accecién de la genoteca GenBank n.®
1M 012238, que abarca la unién de TTAD asi como los dominios de unidn al sustrato.
El dominic del micleo de SIPTT iambién puede referirse a alrededor de los aminoacidos
261 a 447 de la accecién de la genoteca GenBanl: n.° TIP_036270, que con codificados
por loc nucledtidos 834 a 1394 de accesién de la genoteca GenBank n.° MM_012228;
alrededor de loz aminodcidoz 242 a 493 de la accesién de la genoteca GenBank n.°
1P 025270, que san cedificados por loc nucledtidoz 777 4 1532 de accesion de la
genoteca GenBank 1n.° TTM_012238; o alrededor de los aminoécidos 254 a 495 de la
accecién de la genoteca GenDank n.° TIF_036370, que con cedificados por los
nucledtidos 213 a 1538 de la accesion de la genoteca GenBank n.° XIM_012238. Si una
proteina retiene una funcién biolégica, por ejemplo, capacidades de desacetilacion,
puede determinarse de acuerdo con miétodos conocidos en la téenica.

En cieriaz configuraciones, los m#todos para la reduccién, prevencién o
tiatamiento de las enfermedades o trazloimos que utilizan el compuesto modulador de
sirtuina {ambién pueden comprender la disminucién del nivel de proteina de una
cirivina, ial como la SIPTI1, SIPT2 y/o SIPT2 humanas u homdlogos de éctas. La
disminucién del nivel de proteina sirivina puede oblenerse de acverdo con métados
conocidos en la téenica. Por ejemplo, puede exprecarse un APMpi, un dcido nucleico no
codificante, o wna ribozima dectinada a la cirtuina en la c¢élula. También se puede
uiilizar un mutanie de sirtuina negative dominante, por ¢jemplo, un mutante que no cs
capaz de desacetilacion. Por ejemplo, puede ntilizarse el mutante H263Y de la SIRTI,
descrita, por ejemple por Luo y colaboradores, (2001) Cell 107:137. Alternativamente,
pueden ntilizarse agentes que inhiben la transcripeién.

Los méiodos para la modulacién de niveles de proteina sirtuina también

incluyen méilodos para la modalacién de la tranceripeién de genez que codifican
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cirtninas, mélodos para la  ectabilizacion o desestabilizacién de  los APTm
correspondientes, v otras métodos conocidos en la téenica.
Envejecimiento/estrés

En una configuracién, la invencién proporciona un métodeo de extensién del
ciclo de vida de una célula, que extiende la capacidad proliferativa de la célula, retarda
¢l envejecimiento de la célula, promueve la supervivencia de la célula, retarda la
cenectud de la célula, imita los efectos de la restriccién de calorias, aumenta la
resistencia de una célula a la tension, o previene la apoptocic de la célula, por contacto
de la célula con un compmesto modulador de sirtnina de la invencién que aumenta el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtmina. En un ejemple de configuracion, los
métodos comprenden el contacto de la célula con un compuesto activador de la
sirtuina.

Los métodos descritos aqui pueden uiilizarse para auraentar la cantidad de
tiempo que las células, particularmente las célnlac primariac (ec decir, las células
obienidaz de un organizmos, por ejemplo, un ser humane), pueden mantenerse vivas en
un cultivo celular. Lac células madre embrionariac y células pluripontentes, y eélulas
diferenciadac de éziaz, también pueden fratarse con un compucsto modulador de
sirtuina que aumenie el nivel y/o la actividad de una proteina sirtvina para mantener las
células, o la descendencia de écia, en cultive durante periodos mac prolongados de
tiempo. Talez célulac iambién pueden ulilizarce para el transplante en wn mujeto, por
ejemplo, después de una modificacién ex vivo.

En una configuracién, las célulac que estdn dectinadas a cer concervadas
durante periodos prolongados de tiempo pueden tratarse con un compuesto modulador
de cirtnina que aumente el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. Las células
pueden ectar en suspencion (por cjemplo, leucocitos, cuero, medio de crecimiento
biolégico, elc.) o en lejidos u drganos. Por ¢jemplo, la sangre recclectada de una
percona con fines de transfusién puede tratarce con un compuecto modulador de

cirtuina que aumenie el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para concervar
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loz lencocitos durante periodas més prolongados de tiempo. Adicionalmente, la sangre
a utilizarse con fines forenses también puede conservarce utilizando un com’puesto
modulador de sirtuina que aumente el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. { .
Otraz células que pueden lratarse para exlender zu ciclo de vida o protegerle contra la
apoptosic incluyen células para conoumo, por ejemplo, células de mamiferos no
humanos (tal como came) o célnlas vegetales (tales coma de verduras).

Loz compuesics moduladores de la sivtnina que awmentan el nivel y/o actividad

de

D

na proteina sirtnina también pueden aplicarse durants lac fases de desarrollo y '
crecimiento en rmamiferos, planiaz, insectos ¢ microorganismos, para, por ejemplo,
modificar, retardar o aczlerar el proceso de desarrollo y/o crecimiento.

En otra configuracién, los compuectos moduladorss de la sirtuina que aumentan

Ls= wmas

el nivel y/o la actividad d= una proteina cirtuina pueden utilizarse para tratar células
Wilec para el transplante o terapia celular, que inchiyen, por ejemplo, injertos slidos
iisulares, trancplantes de érganos, suspenciones celulares, células madre, célulac de
médula écea, elc. Las células o tejide pueden cer autoinjertos, un aloinjerto un
isciransplanie o un xenoinjerto. Las células o icjide pueden tratarce con el compuesto o
modulador de cirtuina antes de la administracion o implante, concurrenternente con la
adiministracién o implante, y/o después de la adminictracién o implante en un sujeto.
Las células o tejido pueden tratarce anies de retirar las ¢élulas de la persona denadora,
ex vivo despuée del retiro de las células o tejido de la persona donadora, o degpués del o
implanie en el receptor. Por ejemplo, la persona donadora o receptora pueden tratarse
en forma cistémica con el compuesto modulador de sirtuina o pueden tener un
cubconjunto de células o tejido raiade localmente con ¢l compuesto modulador de
cirtuina que aumente el nivel y/o 12 actividad de una proteina cirtuina. En ciertas
configuraciones, las células o tgjido (o las personas donadorac o receptoras) pucden
ademéac ser tratadas con olro agente terapéutico Uil para prolengar la supervivencia del
injerio, tal como, por ejemplo, nn agente inmunosupresor, una citocina, un factor

angiogénico, etc.
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Aun en oiras configuracicnes, lac células pueden cer tratadac con el compuesto
modulador de sirtuina que aumenie ¢l nivel y/o la actividad de vina proteina sirtuina in
vivo, por ejemplo, para aumentar su ciclo de vida o prevenir la apoptosis. Por ejerplo,
la piel puede ser protegida del envejecimiento (por gjemplo, €l desarrcllo de arrugas,
pérdida de elasticidad, elc.) por el tratamiento de la piel o células epiteliales con el
compueste modulador de sirlvina que avmente el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina. En un ejemplo de conflignracion, la piel es puesta en contacto con una
composicion farmacéutica o cosmélica que comprends un cormpuesto modulador de
cirfuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina cirtuina. Ejemplos de
aflicciones cutdneas o condiciones culdncas que pueden cer tratadas de acuerdo con los
métodos descritos aqui incluyen irastornos o enfermedades acociados con o que
provocan inflamacién, deterioro por el sol o envejecimaiento natural. Por ejemplo, las
composicionzs encuentran uiilidad en la conservacién o {ratamiento de la dermatitic de
contacto (que incluye la dermatitiz de conlaclo irritanie y la dermalitis de contacto
alérgica), dermatitis atdpica (lambién conocida como eccema alérgico), carcinoma
queratinocitico intraepidérmico, trastornos de queratinizacién (que incluyen eccema),
enfermedades  de  epidermélisic  ampollosa  (que  incluyen  pénfigo), dermatitis
exfoliativa, dermalitis ceborreica, eritemas (que incluyen eritema multiforme y eritema
nudozo), dafio provocado por el zol u otras fuenies de luz, lupus eritematoso diccoide,
dermatomiositis, psoriacis, cancer de piel y loc efectos del r:nvejecihaiento natural. En
otra configuracién, los compuestos moduladeres de la sirtnina que aumentan el nivel
y/o la actividad de una proteina sirtnina pueden utilizarse para el tratarmiento de heridas
y/o qumaduras para promover la curacién, que incluyen, por ¢jemplo, quemadas de
primer, segundo o tercer grado y/o una quemadura de origen térmico, quimico o
eléctrico. Las formulaciones pueden adminisirarse en forma tépica, a la piel o tejido
mucoso.

Las formulacion2s tépicas que  comprenden uno © mas  compuestos

moduladores de la sirtuina que anmenten ¢l nivel y/o la actividad de una proteina
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sirinina, lambién pueden wtilizarce como conservadores, por ejemplo, cormposiciones
quimicconservadoras. Cuando se wtilice win métode gquimicconservadar, la piel
ensceptible ce (raia antes a cualquier condicién visible en una percona particular.

Los compuesios moduladores de la sirtuina pueden adminictrarse por via local o
ciztémica a un sujeta. En una configuracién, un compuesto modulador de zirtuina se
suministra localmenie a un (ejido u érgano de un sujeto por inyeccién, formulacion
topica, etc.

En ofra configuraciéon, un compuesto modulador de sirtuina que aumente el
nivel y/o la actividad de una proteina sirluina puede utilizarse para el fratamiento o
prevencién de una enfermedad o condicidn inducida o exacerbada por senectud celular
en un cujeio; los métodos para la disminucién de la velocidad de cenectud de un sujeto,
por ¢jemplo, después del inicio de la senectud; métodos para la extencién del ciclo de
vida de un sujeto; méiodos para el tralamiento o prevencién de una enfermedad o
condicion relacionada con el ciclo de vida; métodos paia el tratamiento o prevencion
de wna enfermedad o condicion relacionada con la capacidad proliferativa de las
células; v métodos para ¢l tratamiento o prevencién de una enfermedad o condicion
resultante de muerte o dafio celular. En ciertas configuraciones, ¢l método no actia por
disminucién de la velocidad de aparicién de enfermedades que acoiten €l ciclo de vida
de un sujeto. En ciertas configuraciones, el método no actia por reduccién de la
maortalidad provocada por una enfermedad, tal como el cancer.

AYin en otra configuracién, un compuesio modulador de sirtuina que aumenta el
nivel v/o la actividad de una proteina sirtnina puade administrarse a un sujeto para
aumentar en general el ciclo de vida de sus células v proteger suc células contra el

ectrés y/o contra la apoptocis. Se estima que el {ratamiento 2 un sSujeto con un
compuesto descrito aqui ez similar a sometar al sujeto a hormesis, es decir, tensién leve
que s beneficiosa para organicmos v puede exrtender cu ciclo de vida.

Loz compuestos moduladores de la zirtuina que aumentan el nivel y/o la

actividad de una proteina sirtnina pueden administrarse a un sujeto para prevenir el
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envejecimiento ¥ las  enfermedades ¢ consecuencias  relacionadas  con el
envejecimiento, tales como el accidenie cerebrovasenlar, enfermedad cardiaca,
incuficiencia cardiaca, artritic, alta ienzidén arierial y mal de Alzheimer. Otras
condiciones quz pueden cer traiadas incluyen a loc tiastorncs oculares, 1ljor ejemplo,
asociados con el envejecimiento del ojo, tal como cataratas, glaucoma y degenera cién
macular. Loz compuesios moduladores de la cirtuing que aumentan el nivel y/o la
actividad de una profeina sirtuina también pueden administrarse a sujetos para el
tralamiento de enfermedades, por ejemplo, enfermedades crénicas, asociadac con la
muerte celular, para protezer a las células de la muerte celular. Ejemplos de
enfermedades incluyen las asociadas con muerte newronal, disfuncién neuronal, o
muerie o disfuncién celular muscular, ial come el mal de  Parkinson, mal de
Alzheimer, ecclerozic muliiple esclerosic lateral amiotréfica y distrofia muscular,
SIDA; hepatilic fulminante; enfermedades vinculadas a la degeneracién del cerebro,
lales como la enfermadad de Crevizfeld-Jakob, retinitic pigmentosa y degeneracion
cerebelosa; mielodizplasia tal como anemia aplicica; enfermedader isquémicas tales
como infarto al miocardio y accidente cercbrovascular; enfermedades hepaticas tales
como hepatitis alcohélica, hepatitis by hepatitic C; enfermedades de lac articulaciones
talez como la osteoartritis; ateroesclerosiz; alopecia; dafio de la piel debido a la Tuz UV,
liquen plano; atrofia culdnea, cataratas; y rechazo de injeilo. La muerte celular también
puede provocarse por cirugia, tralamicnlo farmacolégico, quimnicterapia o radioterapia.

Loz compuestos moduladores de la cirtwina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina cirtuina también pueden administrarce a un sujeto que sufre
de una enfermedad aguda, por ejemplo, dafio de un érgéno o un tejide, por ejemplo, un
sujeto que sufre de accidente cerebrovascular o infarto al miocardio o un snjeto que
sufie de lesidn de la médula ecpinal. Los compuestos moduladorzs de la sirtnina que
aumenian ¢l nivel y/o la actividad de una proleina sirtuina iambién pueden ntilizarse
para reparar ¢l higado de personas alcohdlicas.

Enfermedad cardiovascular

y
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0 otra configuracién, la invencién proporciona un método para el tratamiento
y/o prevencidn de una enfermedad cardicvasenlar por administracién a un sujeto en
necesidad de ésle de un compuesto modulador de sirtuina que aumente &l nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina.

Laz enfermedadzs cardiovazculares que pueden cer tratadas o prevenidas por
medio del uco de los compuestos moduladores de la cirtuina que aumenten el nivel y/o
la actividad de vwna proteina sirtnina incluyen cardiomiopatia o miocarditis; tales como
cardiomicpatia idiopatica, cardiomiopatia metabdlica, cardiomiopatia aleohdlica,
cardiomiopatia inducida por farmaco, cardiomiopatia isquémica y cardiomiopatia
hipertensiva. También pueden tratarce y prevenirse con el uso de los compuestos y
métodos descritos aqui los trastornos ateromatosos de loz vasos canguineos mayores
(enfermedad macrovascular) tales como la aorta, las arlerias coronarias, las arterias
carétidas, las arteriac cerebrovasculares, las arterias renales, las arterias iliacas, las
arteriaz femorales y lac arterias popliteas. Otras enfermedades vasenlares que pucden
cer tratadas o prevenidas incluyen lac relacionadas con la agregacidn plaquetaria, las
artericlas retinianas, las arteriolaz glomerulares, los vacos vasculares, arteriolas
cardiacas y lechoc capilares acociados del ojo, ¢l rifidn, el corazén v los sistemas
nervioco central v periférico. Los compuecios moduladores de la sirtuina que aumenian
el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina también pueden utilizarse para
aumentar los niveles de HDL plasmaticos de una persona.

Aun otroc trastornos que pueden tratarse con los compuesios moduladores de la
sirtuina que anmentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina incluyen a la
rectenocis, por ejemplo, despnés de intervencién coronaria y rastornos relacionados
con un nivel anormal del colesterol de alta densidad y baja densidad.

In una configuracidn, un compuesto moduladar de sirtuina que aumenta el nivel
y/o la actividad de una proteina cirtwina puede administrarce como parle de una
politerapia con oo agente cardiovascular. En una configuracién, un compuesio

modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proleina sirtuina
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puede adrainistrarse como parle de una politzrapia con olro agenie antiarritmico. En otra
configuraciéin, un compuesio modulador de cirtuina que aumenta el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina puede administrarse como parte de una politerapia con
otro agente cardiovascular.

Muerte celular y cancer

Loz compuectos moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtwina puede adminictrarse a sujetos que hayan recibido
recientemente o probablemente reciban una dosis de radiacién o toxina. En una
configuracién, la dosic de radiacién o iowina = recibida como parte de un
procedimiento relacionado con el trabajo o procedimiento médico, por ejemplo,
administracién como medida profilactica. En otra configuracion, la exposicién a
radiacién o toxina se recibe en forma no intencional. En tal cazo, el compuecto
preferiblemente ze administra tan pronlo como sea pocible decpués de la cxposicion
para irhibir la apoptoziz y el desarrolls posterior del sindrome de radiacién aguda.

Loz compuestos moduladores de la zirtuinag también pueden utilizarse para el
tratamiento y/o prevencion del cdncer. En ciertas configuraciones, los compuestos
moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtwina pueden utilizarse para el tratamicnto y/o prevencion del céncer. La restriccion
de calorias ha sido vinculada con la reduccién en la incidencia de trastornos
relacionados con la edad que incluyen el ¢ . Por consiguiente, el aumento en el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede ulilizarse para el tratamiento y/o
prevenciéon de la incidencia de trastornos relacionados con la edad, tales como, por
ejemplo, el cancer. Ejemplos de cancer que pueden tratarse por medio del vso de un
compuesto modnlador de sirtuina son los del cerebro y rifién; canceres que d‘ependcn
de hormonac que inchiyzn al cdncer de mamaz, de préstata, tecticular y de ovarios;
linformac y lencemiac. En canceres asociados con tumores célidos el compuecto
modulador puede administrase directamente al tuinor. El cancer de leucocitos, por

ejeriplo, la lenceria, puede tratarse por administracidén de un compuesto modular al
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lorrenie sanguineo o en la médunla dsea. El crecimiento celnlar benigne, por ejemplo,
las vermgas, también pueds tratarse. Oiras enfrimedades que pueden tratarse incluyen
lac enfermedades awtoinmunitarias, por zjemplo, el lupus eritematoso  sistémico,
esclerodermia y artritis, en las eualss lag célulaz autoinnunitarias deben cer retiradas,
Las infecciones viricas tales como €l herpes, VIH, adencvime y HTLV-1 acociado con
tractarnos malignos y benignos (ambién pueden tratarse por administracién de un
compuesto modulador de sirtuina. Allernativamente, laz células pueden obtenerce de
un cujelo, traiado ex vivo para refivar determinadas células no deceadac, por ejemplo,
célulac cancerigenas, y adminisirarlaz de regresc al mismo sujeto o un sujeto diferente.

Loz agentes quirnioterapduticos pueden cer coadminiztrades con loc compuectos
moduladores descritos aqui debide a que tienen actividad anticanc a, por ejemplo,
los compuestos que inducen la apoptociz, compnestos que reducen el ciclo de vida o
compuestos que produce | células censibles al ectrés. Loc agentcs gquimioterapéuticos
pueden utilizarze por si misimos con un compuesto modulador de cirtuina deccrito aqui
debido a que inducen la muerte celular o reducen el ciclo de vida o aumentan la
cencibilidad al estrés y/o en combinacidn con otroz agentes quimioterapéuticos. Ademas
de los agentes quimioterapéuticos convencionales, los compuectos moduladores de la
cirtuina descriios aqui tamnbién pueden utilizarse con AP no codificante, AT u otros
polinueledtidos para inhibir la expresidn de los cbnaponentr:-z celularce que contribuyen
a la proliferacion celular no deseada.

Las politerapiac que comprenden los compusstos moduladores de la cirtuina y
nn agente de quimioterapia pueden ser ventajocas cobre laz politerapias conocidas en la
técnica debido a que la combinacién permite que el agente de quimioterapia ejerza un
mayor efecte a dosificacién inferior. En una configuracién preferida, la dosis efectiva
(EDsg) para un agente quimioterapéutico, o una combinaciéon de  agentes
quimicterapéuticos convencionales, cuando se utiliza en combinacién con un
compuesto modulador de sirtuina ¢z al menos 2 veces menor que la EDyp para el agente

quimioterapéutico solo, e incluso de méas preferencia & veces, 10 veces o incluso 25
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veces menor. Al conlrario, ¢l indice lerapéutico (IT) para un agente quimicterapéutico
o una combinacion de tal agente quimiclerapéutico cuando se qlili::_'q en combinacion
con un compuesio modulador de sirtuina descrito aqui puede cer al mencs 2 veces
mayor que el IT para el régimen quimioterapéutico convencional solo, e incluso de mas
preferencia $ veces, 10 vecers o incluso 25 veces mayor.
Enfermedades o trastornos neuronales

En cierlos acpectos, los compuestos moduladores de la cirtuina que aumnentan el
nivel y/o la actividad de una proteina cirtuina pueden niilizarse para tratar pacientes que
sufien de enfermedades neurodegc—rmralhxaﬁ, y lesidn traumética 0 mecanica al sictema
nervioso central (SMIC) médula espinal o zistema nervioso periférico (STIP). Una
enfermedad neurodegencrativa por lo general implica reducciones en la masa y volumen
del cerebro humanc., que pueden deberse a la atrofia y/o muerte de las células
cerebrales, que estan ba:iantr: mas profundas que las de una percona cana que ce
atribuyen al envejecimiento. Las enfrrmedades neurodegencrativas pucden desarrollarse
gradualmente, después de un periodo prolongado de funcidn normal del cerebro,
debidas a la degeneracién progiesiva (por cjemplo, disfuncién y mucite neuronal) de
regiones  ecpecificac del  cerebro. Alternativamente,  lac  enlermedades
newrodegenerativas pueden tener un répido inicio, tal como las asociadas con trauma o
toxinas. El acceszo real de la degeneracién cerebral puede preceder a la cxpresién clinica
por muchoc afios. Ejemplos de enfermedades neurodegenerativas incluyen, pero no se
limitan a, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis
lateral amiotréfica (ALS, por cus ciglas en inglés, o enfermedad de Lou Gehrig),
enfermedad difuza de cuerpo de Lewy, corea acanlocitocis, ezclerosic lateral primaria,
enfermedades oculares (neuritis ocular), neuropatiaz inducidas por quimioterapia (por
ejemplo, de vincristing, paclitazel, bortezomib), neuropatias inducidas por diabetes y
atazia de Friedreich. Loz compuecios moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel
y/o la actividad de una protzina sirluina también pueden utilizarse para tralar csios

trastornoc y otros descritos maz adelante.
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El mal de Alzheimer ez un trastorne del SMC que resulia en pérdida de la
memcria, comportamiento irregular, cambios de personalidad y reduccién de las
capacidades mentales. Estas pérdidas ectan relacionadac con la muerte de tipos
especificos de neuronac y la mptura de las conexziones y 2w red de apoyo (por ejemplo,
los neurogliocitos) enire estos. Los cintomas més tempranos incluyen la pérdida de la
memoria reciente, juicio andmalo y camibios en la personalidad. El mal de Parkinson es
un traciorne del STIC que resulta en movimientos descontrolados del cuerpo, rigidez,

brales en un arca del

L'D

terblor v discinesia, v estd asociados con la muerte de células cer
cerebro que produce dopamina. La esclercsiz lateral amiotréfica (enfermedad
neniomotora) ¢ un rastorno del STIC que ataca las newronas motoras, componentes del
SHIC que conectan el cerebro con los miscnlos ecqueléticos.

La enfermedad de Huntington es otra enfermedad neurodegencrativa que
provoca movimientos descontrolados, la pérdida de las facultades intelectuales y la
alteraciém emocional. La enfermedad de Tay-Sachs y la enfermsdad de Sandhofl son
enfermedades de almacenamiento de glucolipido donde el GM?2 ganglidside y los
ouctratos de glucolipidos relacionados para la f-herosaminidaza acumulada en cl
sisterna nerviozo y activa la newrodegencracion agnda.

Es bien conccido que la apoptosis tiene una funcidn en la patogénesis del SIDA
en &l sistema inmunitario. Sin embargo, ¢l VIH 1 también induce una enfermedad
neural, que puede ser tratada con los compuestos modoladorzs de 1a cirtuing de la
invencion.

La pérdida newonal también es una caracteristica scbresalients de  las
enfermedades del pridn, tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en ceres
humanosz, el BSE en el ganado (enfermedad de lac vacas locas), enfermedad de Scrapie

ovejac v cabraz, v encefalopatia ecpongiforme felina (I'SE, por cus ziglaz en inglés)
en gatos. Los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proieina siriuina pueden utilizarse para ¢l tratamiento y/o prevencién

de la pérdida neuronal debida a las enfermedades mencionadas antes.
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“n olra configurazién, un compuesto modulador de sirtnina que aumenta el nivel
y/o la aclividad de una proteina sirluina puede utilizarce para tratar o prevenir cualquier
enfermedad o traclorno que involucre la axonopatia. La azonopatia distal ec un tipo de
neurcpatia periférica que reculla de algin desorden metabélico o téxico de las neuronas
del sistema nervioso periférico (STP). Es la regpuecta més comin de loc nervios a las
perturbacioner metabiolicas o téxicas, y como tlales pueden ser provocadas por
enfermedades metabdlicas tales como la diabetes, insuficiencia renal, zindromes de
deficiencia tal como malmutricion v alcoholismo, o los efectos de lag tovinas o
faimacos. Los que padecen azonopatias diztales nonmalmente prezentan perturbaciones
sencitivomotoras siméricas en laz extremidades. También ce pierden o dicminuyen las
funciones de reflejos de log tendones y el sistema nervioso anténomeo en lac areas
afectadas.

Laz neuropatias diabéticas son trastoriios neuropaticos que ectdn ascciadoc con
la diabetes mellitne. Condiciones ielativamenle comunes que pueden ser asociadac con
la neuropatia diabética incluyen la pardlisis del tercer nervio, mononeuropatia,
monconeuritis  multiple;  amiotrofia  diabélica; polinewropatia  dolorosa, neuropatia
autdnoma; y neuropatia toracoabdominal.

La neviopatia periférica es el término médico para el dafic de los nervios del
sistema nervioso perifénico, que puede ser provocado por enfermedades del nervio o a
paitir de efectos colaterales de enfermedad cisiémica. Lac principales causac de la
neurcopatia periférica inchuyen convulzionzs, deficiencias nutricionales, VIH, e cotima
que la diabetes es la causa mas probable.

En un ejemplo de configuracién, un compuesto modulador de sirtuina que
aumenta el nivel y/o la actividad de vina proteina sirtvina puede utilizarse para tratar o
prevenir la ecclerosic maltiple, que incluye la esclerosic nuiltiple recidivante y esclerosis
multiple monosintomatica y otras condiciones de desmiclinacién, tales como por
ejemplo, la polincuropatia de desmiclinacién inflamatoria crénica (CIDP), o sintomas

asociados con ésta.
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Adin en olra configuracidn, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el
nivel y/o la actividad de una proteina cirtuina puede utilizarce para tratar tranmas a los
nervios, que incluyen traumas debido a enfermaedad, lecién (que incluyen intervencion
quirnrgica) o trauma medicambiental (por ¢jemplo, neurctoxinas, alcoholismo, etce.).

Loc compuestos moduladores de la cirtuina gue auvmentan el nivel y/o la
actividad de nna proteina sirtuina fambién pueden cer Wilec para prevenir, tratar y
aliviai sintomas de varios tractornos del cistema nervioso periférico. El término
«neuropatia periférica» abarca un amplio rango de tractornoz en loc cuales se han
dafiado 1os nervios fuera del cercbro vy la médula espinal, nervios periféricos. La
newropatia periférica lambién puede referirse a newritis periférica, o 51 estan
involucrados muchos nervios, pueden utilizarse los  términes  polincurcpatia o
polineuritis.

Las enfermedades del ziztema nervioso periférico que pueden cer tratadas con
loz compuestos moduladores de la cirtuina que anmentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina incluyen: diabetes, lepra, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth,
sindrome de Guillain-Baré y nevropatias de braquiplezo (enfermedades de la cervical y
lac primeraz raices toracicas, troncos nerviosoc, médulaz y componentzs neurales
periféricos del braquiplexo.

En otra configuracién, nn compuesto modulador de sirtuina puede utilizarse para
tratar o prevenir wna enfermedad de poliglitamina. Ejemplos de cnfermedades de
poliglutamina incluyen a la atrofia nmscular espinobulbar (enfermedad de enncdy),
enfermedad de Huntington, atrofia palideluisiana dentatoribrica (sindrome de Haw
Piver), atazia zcpinocerebeloza tipo 1, atazia ecpinccerebeloca tipo 2, ataxia
espinocerebelosa tipo 3 (enfermedad de Machado-Joseph), ataxia espinocerchelosa tipo
6, ataxia espinocerebelosa tipo 7 y ataxia espinocerzbelosa tipo 17.

En ciertas configuraciones, la invencién proporciona un método para tratar una
célula del cistema nervioso central para prevenir el dafio en regpuesta a la dicminueion

del flujo sanguineo a la célula. Por lo general la aravedad del dafic que puede prevenirse
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dependerd en gran parie del grado de reduccidn del flnjo sanguinec a la célula y la
duracién de la reduccién. En una configuracion, puede prevenir la muerte cclular
apoplésica o necrdlica. Ain en otra configuracién, puede prevenirse el daio con
intervencién isquémica, tal como el edema citéxico o anoxemia de tejido del sistema
nervioso central. En cada configuracion, 1a célula del sistema nervioso central puede ser
nna célula de la médula o célula del cerebro.

Olro aspecto abarea la administracién de un compuesto activador de la sirtuina a
un sujeto para tratar wna condicitén izquémica del zisterna nervieso central. Pueden
tratarse varias condiciones isquémicae del cistema nervioso central con loc compuestos
activadores de cirtvina descritos aqui. En una configuracién, la condicién ioquémica es
un accidente cerebrovascular que resulia en cnalquier tipo de dafio isquémico del
sistema nervioso central, tal como muerte cerebral apoptésica o necrética, edema
citézico o ancxia tisular del sistema nervioso central. El accidente cerebrovascular
puede impactar en cualquier area del cerebro o ser provocado por cnalquier etiologia
comunmente conocida que resulta en la aparicién del accidente cerebrovascular. EEn una
alternativa de esta configuracién, el accidente cerebrovascular €3 un accidente
cerebrovascular en el tallo cerebral. En otra allernativa de esta configuracion, cl
accidente cerebrovazcular es vn accidente cerebrovascular cerebeloso. Adn en otra
configuracién, el accidentz cercbrovascular es del tipo embélico. Ain en otra
alternativa, el accidente cerebrovascular puede ser un accidente cerebrovascular
hemorragico. En otra configuracidn, el accidente cerebrovascular s del tipo trombético.

Aln en oiro aspecto, ¢ compussto activador de sirtuina puede administrarse
para reducir el tamafio del infarto del nicleo isquémico después de una condicion
icquémica del sictema nervioso central. Ademds, el compuecto activador de cirtuina
tamibién puede administrarse en forma beneficiosa para reducir el tamafio de la
penumbra icquémica o —ona de trancicién después de vna condicién izquémica del
sisterna nervioso central.

En wna configuracién, un régimen de politerapia puede incluir farmacos o
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componenies para el tratamiento ¢ prevencién de trastornos neurcdegenerativos o
condiciones cecundariac acociadas con ectas condiciones. Por tanto, un régimen de
politerapia puede incluir uno o més activadores de sirtuina y una o mas agentes de
antinenrodegeneracion.
Trastornos de coagulacion de la sangre r
n olros aspectos, los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan cl
nivel y/o 1a actividad de una proteina cirtuing pueds utilizarce para tratar o prevenir los
trastornos de coagulacidn sanguinea (o rastomos hemostéticos). Como ce utiliza aqui

en forma intercambiable, los términcs «hemaostasicy, «coagulacién canguineay» y

A e

«coagulacién de la sangre» sc refieren a la sangria, que incluye las propiedades
fisiclégicas de la vasoconstriceidn y coagulacion. La coagulacién de la sangre ayuda a
mantener la imtegridad de la circulacidn de mamiferos después de una lesidn,
inflamacion, enfermedad, defectos congénitos, disfuncidn y otra perturbacién. Ademas,
la formacion de coagulos de sangre no solamente limita la hemorragia en caso de una |
lecién (hemeostasic), pero puede llevara a cerio dafio del érganc y la muerte en el

conterto de las enfermedades ateroesclerélicas por oclusién de una importants arteria o

vena. La trombosis por tanto ¢g la formacién de codgulos de sangre en ¢l momento y i

Sz

lugar equivocados.
Por  consiguiente, la  presente invencién  proporciona  tratamientos
anticoagulantes, antitrombéticos que permiten inhibiv la formacion de codgules de

cangre para prevenir o tratar 1os trastornos de coagulacién de la cangre, tal comeo el

infarto al miocardio, accidente cerebrovascular, pérdida de un miemibro por enfermedad
arterial periférica o émbolo pulmonar.

Como se utiliza aqui en forma intercambiable, «modular o modulacion de la
hemoctacicy y la wegulacién de la hemdctacicy incluyen la induccién (por ejemplo,
estimulacién o aumento) de la hemdstasis, asi como la inhibicién (por cjemplo, la ;
reducecidn o disminucidn) de la hermostasis.

En un aspecto, la invencién proporciona un métedo para la reduccion o inhibidor
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de la hemostasis en un sujeto por la administracién de un compuesto modulader de
sirfuina que aumenia el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. Las
compoziciones y métodos revelados aqui zon tiles para el tratamiento o prevencion de
irastornos trombéticos. Como ce usa aqui, el iérn"lino «lrastornos trombdéticoy incluye
cualquier trasiorno o condicién caracterizada por la actividad de coagulacion o
hemostasis no deseado o exceciva, o un estado de hipercoagulable. Loz trastornos
trombéticos incluyen enfermedadzc o (rastornos que involucran la adhesién plagquetaria
y 1a formacion del trombo, y muchos manifestaron como un awmento a la propensién de
formar trombozis, por ejemplo, un aumento de las trombocis, la trombocic en edad
temprana, una familia con tendencia a la trombosis y 1a teombosic en citios inusvales,
En oira configuracidn, un régimen de politerapia puede incluir farmacos o
componentes para el tratamiento o prevencién de trastornos de coagnlacién de la sangre
o condiciones secundarias asociadas con estas condiciones. Por tanto, un régimen de

7

politerapia puede incluir wne o mas compuestos moduladores de la sirtuina que

7

aumentan el nivel y/o la actividad de una proieina sirluina y uno o mas agentes
anticoagulacidn o agentes anti-tronibosis.
Control del peso

En otro aspecto, los compuestos moduladores de la cirtuina que auvrnentan el
nivel y/o la actividad de mna proteina sirtnina pueden utilizarse para ¢l tratamientc y/o
prevencién de la 2anancia de peso v obesidad en un cujeto. Por ¢jemplo, loz compuestos
moduladores de la sirtuing que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden utilizarse, por ejemplo, para tratar o prevenir la obesidad hereditaria,
obesidad por ingesta alimentaria, obecidad relacionada con hormonas, obecidad
relacionada con la administracién de medicacidn, para reducir el peso de vn sujeto, o
reducir o prevenir la ganancia de peso en un sujeto. Un sujeto en necesidad de tal
tratamientc puede ser un sujeto que ec obeso, probablemente llega a cer obeco, tener
exceco de peco, o probablemente llega a tener cobrepeso. Loz cujetos que

probablemente llegan a cer obeczos o tienen zobrepeso pueden identificarce, por ejemplo,
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en funcién del historial familiar, genética, dieta, nivel de actividad, ingesta de
medicamentos o diversas combinaciones de estos.

Aun en oira configuraciones, los compuestos moduladorez de la zirtuina que
aurnentan el nivel y/o la actividad de wna proteina cirtuina pueden adminiatrarce a
cujetos que sufren de una variedad de diveisas enfermedades y condiciones que pucden
cer iratadas por promecidn de la pérdida de peso en el sujeto. Tales enfermedades
incluyen, por ejemplo, lenzsion arterial alla, hiperiensién, alto contenido de colestercl en
cangre, diclipidemia, diabetes tipo 2, resistencia a la insulina, tolerancia a la gliucosa,
hiperinsulinemia, cardiopatia coronaria, angina de pecho, insuficiencia cardiaca
congestiva, accidente cerebrovascular, caleulos biliares, coleceictitic y colelitiacis, gota,
osleoartriliz, apnea obstructiva durante el suefio y problemas recpiratorios, algunos tipos
de céncer (lales como endometrial, de las mamas, de préstata y de colon),
complicaciones del embarazo, condicién reproductiva femenina deficiente (por ejemplo
irregularidades en la mensiruacién, infertilidad, ovulacidn irregular), problemas de
control de la vejiga (ial como inconlinencia ante el @sieés); nefrolitiasis acido urico,
trastornos peicoldgicas (tales como depresién, trastornos alimentarios, imagen corporal
distorsionada vy baja autoeslima). Tinalmenie, los pacientes con SIDA  pueden
dezarrollar lidodiztrofia o recisiencia a la inculina en respuczta a las politerapiac para el
SIDA.

En otra configuracidn, los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan
el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden utilizarse para la inhibicién de
adipogénecis o diferenciacién de adipocitos, ya seca in vitro o in vivo. Talec métodos
puaden utilizarse para el tratamiento o prevencion de la obesidad.

En otraz configuraciones, loz compuestos moduladores de la cirtuina que
aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden utilizarse para reducir
el apetito y/o anmentar la saciedad, con lo cual se provoca la pérdida de peso o se cvita
la ganancia de pezo. Un sujeto en necesidad de tal tratamiento puede ser un sujeto que

tiene sobrepeso, ez obeso, o probablemente llegard a tener cobrepeso o cerd obeco. El
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método puede comprender la administracién diaria o, dia por medio, o una vez 2 la
semana, de una dosic, por ejemplo, en la forma de una pildora, a un cujeto. La docis
puede ser una «dosis reductora de apetito.

in un ejemplo de configuracion, los compuectos moduladores de la sirtuina que
aumentan el nivel v/o la actividad de wna proteina sirtvina pueden administrarse como
una politerapia para el tralamiento o prevencién de la ganancia de peso v obesidad. Por
ejemplo, uno o mas compuestos modnladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proleina sirtuina pueden administrarse en combinacion con uno ¢ MAas
agentes antiobesidad.

En otra configuracién, compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pucden administrarse para reducir la
ganancia de peso inducida por un fAarmaco. Por ¢jeraplo, un compussto modulador de
siriuina que aumenia el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede
administrarse como una politerapia con medicamantos que pueden estimular el apetito o
provocar la ganancia de peso, en particular, la ganancia de peso debida a factores
diferentes de la retencidn de agua.

Trastornos metabélicos y diabetes

En otro aspecto, loc compuestos moduladores de la cirtuina ¢ue aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden utilizarse para &l tratamiento o
prevencién de un trastorno metabolico, tal como resistencia 2 la insulina, un cstado
prediabético, diabetes tipo [ y/o complicaciones de zstos. La administracién de los
compuestos moduladores de la sirluina que aumentan €l nivel y/o la actividad de una
proteina cirtuina puede ammentar la sencibilidad a la insulina y/o disminuir los niveles
de inculina en un cujeto. Un cujelo en necesidad de tal ralamiento puede cer un sujeto
que tiene resistencia a la insulina u otro sitoma precursor de diabetes tipo 1, que tiene
diabetes tipo II o que es piobable que desarrolle cualquiera de estas condiciones. Por
ejemplo, €l sujeto puede ser un cujeto que tenga resistencia a la insulina, por ejemplo,

que tenga niveles de circulacién de inculina y/o condicionez asociadac, tales como
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hiperlipidemia, dislipogénesis, hipercolesterclemia, deterioro de tolerancia 2 la glucosa,
alic nivel de glucoca en sangre, olrac manifectaciones del sindrome ¥, hipertencidn
ateroesclernsis y lipodistrofia.

En un ejemplo de configuracién, los compuestos moduladores de la sirtuina que
aumentan el nivel v/o la aclividad de una proteina sirtnina pueden administrarse como
una politerapia para el tralamiento o prevencién de un trastorno metabélico. Por
ejeniplo, une o mas compuestos moduladeores de la zirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden adrainistrarse en combinacién con uno 0 mas
agentes antidiabéticos.

Enfermedades inflamatorias

En olros aspectos, los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan cl
nivel y/o la actividad de una proteina sirinina puede wtilizarse para tratar o prevenir una
enfermedad o trastorno asociado con la inflamacion. Los compuestos moduladeores de
la sirtuina que aumentan ¢l nivel y/o la actividad de wna proteina sirtuina pueden
administrarce antes del inicio de la inflamacién, durante ésta o despuéc de cu inicio.
Cuando ze utilizan profilacticaments, los compuestos preferiblemente se proporciona
por adelantado de cualquier respuesta o zinioma inflamaiorio. La adminiztracién de los
compuestos puede prevenir o atenuar 12z recpuectas o sintomas inflamatorios.

En otra configuracidn, los compuestos moduladores dz la sirtuina que aumentan
el nivel y/o la actividad de wna proteina sirtvina puede utilizarse para tratar ¢ prevenir
alergiac y condiciones respiratoriac, que incluyzn asma, bronguitiz, fibeocic pulmonar,
rinitis alérgica, toxicidad por oxigeno, enfisema, bronguitis crénica, sindrome agudo de
dificultad respiratoria, y cnalquier enfermedad pulmonar obstructiva crdnica (COPD).
Loz compuectos pueden utilizarce para tralar una infeccidn de hepatitic crénica, que
incluye hepatitis B y hepatitis C.

Adicionalmente, loc compuestoc moduladores de la cirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtvina pueds utilizarse para tratar enfermedades

antoinmunitarias y/o inflamacién asociada con enfermedades auvtoinravnitarias tales
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como enfermedades anicimmunitarias de tejido v érgano (por ejemplo, sindrome de
Paynand), ecclerodermia, miastenia grave, rechazo a ftrancplante, choque  por
endotorina, sepris, peoriasiz, eccema, dermaltitis, esclerosic mnltiple, tiroiditis
aunloinmunitaria, wveiiis, lupuc eritematoso  cictdmico, enfermedad de  Addison,
enfermedad  poliglandular  antoinmunilaria  (lambién  conocida  como  sindrome
poliglandular autoinmunitario), y enfermedad de Grave.
En cierias confignraciones, nno o mas compuestos moduladores de la sirtuina
que aurnenian el nivel y/o la actividad de una proteinz sirtuina pueden tomarse solos o
en combinacién con olros compuesios Uliles para el fratamiento o prevencion de la
inflarmacion. i
i
Crisis vasomotora
in olro aspecto, los compuestos moduladores de la cirtuina que aumentan el
nivel /o la actividad de una proteina sirinina pueds utilizarce para reducir la incidencia g
|
o gravedad de una crisic vasomotora y/o sofocos que con sintomas de un trastorno. Por by
ejemplo, el método incluye el uso de compuestos moduladores de la sirtuina que
avmentan 2l nivel y/o la actividad de vna proteing sirtuina, solos o en combinacién con
olros agenles, para reducir la incidencia o gravedad de una crisiz vasomotora y/o
sofocos en pacientes con cancer. En ofras configuraciones, ¢l métoda ectablece el uso de
compucstos moduladores de la sirtwing que aumentan =l nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina para reducir la incidencia o gravedad de una crisis vasomatora y/o
sofocos en mujeres menopansicas o pocianopausica
“n olro acpecto, loc compuecios moduladores de la sirtuina que aumentan cl
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pucden wtilizarse como terapia para
reducir la incidencia o gravedad de uwna crisic vasomotora y/o sofocos que son efectos
colaterales de oiro tralamiento farmacolégics por ejemplo, crisis vasomotora inducida
por vn farmaco. En ciertas configuraciones, un método para el tratamiento y/o
prevencién de una crisis vasomotora inducida por un farmaco comprende  la

administracidon a un pacienies en necesidad de éste de wna formulacién que comprende
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al menos un compuesto que induce la ericis vasomotora y al mencs un compuesto
modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. En
olras configuraciones, un método para el ralamiento de cricis vacomolora inducida por
farmaco comprende la administracién por seéparado de uno o mas compuestos que
inducen la crizis vasomoiora y uno & més compuestos moduladores de Ia cirtuina, por
ejemplo, en donde el compuesto modulador de sirtnina y ¢l agente inductor de la crisis
vacomoiora no han cide formmlados en la misma composicién. Cuande ‘J’ utilian
formulaciones separadaz, el compuesio modulador de sirtuina puede adminictrarse (1)
en la micma adminictracién del agente inductor de la cricic vacomatora, (2)
intermiteniemente con el agente inducior de la crisiz vasomotora, (2) escalonadamaente
con rezpecto a la adminiztracion del agente inducior de la cricic vasomotora, (4) antes de
la adminiztracion del agenle inductor de la crisic vasomotora, (5) después de la
administracién del agente inductor de la crisic vasomotora, y (6) varias combinaciones
de estoc. Ejemplos de agenter inductores de la crisis vasomotora incluyen, por ejemplo,
niacina; falozifeno, aniidepresivos, antipsicdtlicos, quimioterapéuticos, bloqueadorce del
canal de calcio y antibi6ticos.

En una configuracién, los compueztos moduladores de la sirtuina que anmentan
el nivel y/o la actividad de una proieina sirtnina pueden utilizarse para reducir los
efectos colaterales de la cricis vasomolora dz un vasodilatador o un agente antilipémico
(que incluyen agentec anticolesterémicoc y agentze lipotrépicos). En un ejemplo de
configuracién, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la
actividad de una proteina cirtuina puede utilizarse para reducir la crizcic vasomotora
asoclada con la administracién de niacina.

En otra configuracién, la invencién proporciona un método para el tratamiento
y/o prevencion de la hiperlipidenia con efzctas colaterales reducidos de la crisis
vasomotora. En otra configuracién representativa, el método involucra ¢l uso de
compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una

proteina cirtuina para reducir los zfectos colaterales de la criciz vasomotora de
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ralozifeno. En olra configuracién representativa, el método involucra el wso de
compuestos moduladores de la zirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina siriuina para reducir loc efectos colaterales de la cricic vasomotora de
antideprecivos y agentes antipsicdiicos. Por ejemplo, los compuestos moeduladores de Ja
cirluina que aumentan €l nivel y/o 1a actividad de wna proteina sirtuina pueden utilizarse
en conjunto (administrados por ceparado o junios) con un inhibidor de la recaptacién de
serotonina, o un antagonista del receptor SHT2.

En ciertas configuraciones, los compuestos moduladores de la cirfuina que
aumnentan &l nivel y/o la actividad de una protzing cirtuina puede vtilizarse como parte
de un tralamiento con un inhibidor de recaptacion de serotonina (SRI) para reducir la
crisic  vasomotora. Avn en ola  configuracién  representativa, 1oz compuectos
moduladores de la sirtuina que awmentan el nivel y/o la actividad de nna proteina
cirtuina pueden ulilizarse para reducir los efectos colaterales de la crisic vasomotora de
los agentes quimioterapéulicos, tales como la ciclofosfamida y tamozifen.

En otra configuracidn, loc compuestoz moduladores de la cirtuina que aumentan
el nivel y/o la actividad de wna proteina sirtuina pueden utilizarse para reducir los
efectos colaterales de la ericis vacomotora de los bloqueadores del canal de calcio, tales
como la amlodipina.

En otra configuracidn, los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan
el nivel y/o la actividad de una proteina sirtnina pueden utilizarse para reducir 1os
efeclos colateralzs de la crisic vacomotora de loc antibidticos. Por ejemplo, los
compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina pueden ntilizarse en cornbinacién con levafloxacino.

Trastornos oculares

Un aspecto de la presente invencion es un método para la inlubicidn, reduceion
o de olra manera ratamiento del deterioro de la visidn por administracién a un paciente
de una dosificacién terapéutica de un modulador de sirtuina seleccionado de un

compuesto revelado aqui, o una sal, prodroga o un metabolito derivade de éste,
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farmacéuticamente aceptable.
En ciertos aspecios de la invencidn, el deteriors de 1a vicién ez provoeado por el
dafic del nervio dptico o el sistema nervioso central. En configuraciones particulares, el

I3

dafio del nervio Gptico es provocado por alla presién intraccular, tal como la ereada por
un glaucoma. En otras configuraciones parliculares, ¢l dafio del nervio Gptico es
provocado por inflamacién del nervio, que frecucntemente estd asociada con una

infeccidn o una respuesta inmunilaria (por ejemplo, autoinmunitaria) tal como en la

neuritis éptica.

En cierios aspectos de la invencién, el deterioro de la visién es provocado por

dafio retiniano, En configuraciones particulares, ¢l dafic retiniane €3 provocado por
perturbacionez en el flnjo canguineo del ojo, por ejemplo, arterioeselerocis, vaseulitis.
En configuraciones particulares, €l dafio retiniano es provocado por interrupeion de la
macula, por ejemiplo, degeneracién macular exudativa o no exudativa.

Ejemplos de enfermedades retinianas incluyen degenceracién macular exudativa
relacionada con la edad, degenceracion macular no exudativa relacionada con la edad,
prostesis electrdnica retiniana y degeneracién macular no exudativa relacionada con la
edad de transplante RPE, epiteliopaiia de pigmento placoide multifocal aguda, necrosis
retiniana aguda, enfermedad de Best, oclusién arlerial retiniana ramificada, oclusién de
vena retiniana ramificada, retinopatiaz autoinmunitarias relacionadas y acociadas al
cancer, ocliusién arterial retiniana central, oclusién de vena retiniana central,
corioretinopatia  serosa  central, enfermedad de [Eales, membrana cpimacular,
degeneracién de Lattice, macroancurisma, edema macular diabético, edema macular de
Irvine-Gass, orificio macular, membranas neovasculares subretinianas, neurcrretinitis
subaguda unilateral difusa, edema macular cistoide no pseudofacico, sindrome de
hictoplazmaosciz ocular supuesta, desprendimiento retiniana exudativa, desprendimicnto
retiniano  posoperatorio, desprendimienio retiniano  proliferativo,  desprendimiento
retinianc regmatogeno, desprendimiento retiniand por traccidn, retinitis pigmentosa,

retinitis CMV, retinoblastoma, retinopaiia de prematuro, relinopatia de Birdshot,
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retinopatia  diabética de fondo, reiinopatia diabética proliferativa, retinopatia
hemoglobinopatiaz, retinopatia de Puriccher, retinopatia de Valsalv'a, retinoecquicis
juvenil, retinoezquizis senil, sindrome de Terson y sindromes de de punto blanco.

Otraz enfermedades ejemplo incluyen infecciones bacterianas oculares (por
ejemplo, conjuniivilis, queraliiiz, uberculosis, sifilic, gonoriea), infecciones viricas, por
ejernplo, vime de herpes cimple ocular, virus —oster varicela, retinitic citemegalovirus,
viruz de inmunedeficiencia humana (VIH) azi como la necrosic retiniana externa
progresiva cecundaria para el VIH u otrac enfermedades ocnlares asociadas con
inmuncdeficiencia v otrazs acociadas con VIH. Ademas, enfermedades ocnlares incluyen
a las infeccionez fungosas, por ejemplo, de corciditiz de Candida, histoplasmosis,
infecciones por prolozooz, por gjemplo, toroplacsmaosis y otras talec como torocariacis
ocular y sarcoidosis.

Un aspecto de la invencién es un método para la inhibicidn, reduccién o
tratamiento del deterioro de la visién en un sujeto que se somele a un tratamicnto con un
farmaco quimioterapéutico, por ejemplo, un farmaco newrotéxico, un farmaco que
aumenta la presién intraocular tal comeo un esteroide, por administracién al sujeto en
necesidad de tal tratamiento de una dosificacion terapéulica de un modulador de sirtuina
revelado aqui.

Otro aspecto de la invencidn es un método para la inhibicidn, reduccion o
tratamiento del deteriore de la visidn en un sujeto que se somete a una cirugia, que
incluye cimgiac oculares v otrac realizadas en pocicién deciabito prono tal como una
cirugia de médula espinal, por administracién al sujeto en necesidad de tal tratamicnto
de una dosificacién terapéutica de un modulador de sirtuina revelado aqui. Las cirugias
oculares incluyen c:atai'atés, iridotomiz y reemplazo de lentes.

Otro aspecto de la invencidn es el tratamiento, que incluyen la inhibicion y
tralamicnto profilactico, de enfermedades oculares relacionadas con la edad que
incluyen cataratas, resequedad ocular, degeneracidn macular relacionada con la edad,

dafic retiniano y enfeimedades zimilares, por adminictracién a un cujeto cn neeesidad de
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tal tralamiento de una dosificacion terapéutica de un modulador de sirtuina revelado
aqui.

Otro aspecto de la invencion es la prevencién o lratamiento del dafio al ojo
provocade por esirés, exposicién quiniica o radiacién, por adminictracion a un sujeto en
1iet::ésiclat:l de ial tratamiento de una dosificacion terapéulica de un modulador de sirtuina
revelado aqui. Bl dafio por radiacién o electromagnético al ojo puede incluir ¢l
provocado por CPT o expocicidn a la luz colar o UV.

in una configuiacion, un régimen de politerapia puede incluir farmacos o
componentes para el ralamiento o prevencién de trastornes oculares o condiciones

secundariaz azociadas con estas condiciones. Por tanto, un régimen de politerapia puede

‘incluir vno o mas activadores de cirtuina y wno o mas agentes terapéuticos para cl

tratamiento de un trastorno ocular,
En una configuiacion, un modulador de sirtuina puede administrarse en conjunto

con una terapia para la reduccién de la presion intraocular. En otra configuracion, un

modulador de sirtuina puede administrarse en conjunto con una terapia para cl

tratamiento y/o prevencion del glaucoma. Ain en otra configuracion, un modulador de
girtuina puede adminiztrarse en conjunlo con una (erapia para el tratamientc y/o
prevencion de neuritis dptica. En una configuracién, un modulador de sirtuina puede
administrarse en conjunto con una lerapia para el tratamiento y/o prevencion de la CMV
retinopatia. B olra configuracion, un modulador de sirtuina puede admimstrarse en
conjunto con una ferapia para el tratamiento y/o prevencidn de esclerosis miltiple.
Enfermedades y trastornos asociados a la actividad mitocondrica

En ciertas configuraciones, la invencién proporciona métodos para cl
tratamiento de enfermedades o lrastornes que se beneficiarian por ¢l aumento de la
actividad mitocédndrica. Los méiodos comprenden la administracién a un sujeto en
necesidad de estos de vna caniidad lerapéuticamenie efectiva de un compuesto activador
de sirtuina. El aumento dec la ac llvularl mitocéndiica se refiers al aumento de la

actividad de las mitocondrias mieniras se mantiens el nimero general de mitocondrias,
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por ejemplo, masa mitocondrica, aunento del nimero de mitocondrias con lo cual se
aumenta la actividad mitocdndrica, por ejemplo, por estimulacién de la bicgénesis
mitocéndrica, o combinaciones de ectos. En ciertas configuraciones, laz enfermedades y
trastornos que ce benefliciarian por el ammento de la actividad mitocéndrica incluyen
enfermedades o trastornos asociados con la disfuncion mitocédndrica,

En ciertas configuraciones, los méiodos para el tratamicnto de
enfermedades o (rastornos que e beneficiarian por el aumento de la actividad
mitocondrica pueden comprender la identificacién de un sujeto que sufre de una
disfuncién mitocéndrica. Los métodos para el diagnéstico de una  dicfuncidn
milocondrica pueden  involucrar andlisis de genética molecular, patoldgico y/o
bicquimico. JL. enfermedades vy trastornos aseciados con la disfuncién mitocéndrica
incluyen enfermedades vy trastornos en los cuales el déficit de 1a actividad de Ia cadena
recpiratoria - mitocondrica  contribuye  al  decarollo  de  fiziopatologia  de  tales
enfermedades ¢ trastornos en un mamifero. Lac enfermedades o tractornes que se
beneficiarian por el anmento de la actividad mitocéndrica por lo general inclhuyen, por
ejemiplo, enfermedades en lac cuales la lecidén oxidativa en que interviencn radicales
libres conduce & la degenceracién del tejido, enfermedades en laz cuales las células
sufren apoptosic en forma inapropiada, y enfermedades en las cuales las célulac no
pueden sufrir apoptosis.

En o ciertas  configuraciones, la  invencién  proporciona métodos para el
iratamiento de upa enfermedad o trasiorno que se beneficiaria por el aumento de la
actividad mitocéndrica que involucra la administracién a un sujeto en necesidad de éste
de vno o mas compuestos activadores de sirtuina en combinacién con otro agente
ierapéutica (al como, por cjemplo, un agenie Wil para €] ratamiento de la disfuncion
mitocéndrica o un agente Wil para la reduccién de un sintoma asociado con una
enfermedad o trastorng que involucre la disfuncidn mitocdndrica.

in ejemplos de configuracién, la invencién proporciona métodos para el

tratamiento de enfermedades o trastornos que se beneficiarian por ¢l auwmento de la
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actividad mitocdndrica por administracién a un sujeto de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuezto aclivader de sirtuina. Ejeimplos de enfermedades o trastornos
incluyen, por ejemplo, trastomos newromucculares, por ejemplo, ataxia de Friedreich,
diztrefia muscular, esclerosic multiple, elc., lrastornos de inestabilidad neuronal, por
ejemplo, trastornos con convalsionss, migrafia, elc., retarde en el desarrollo, trastornos
neurodegenerativos, por ejemplo, mal de Alzheimer, mal de Parkincon, ecclerosis lateral
amiolréfica, elc., isquemia, acidosis tmbular renal, neurodegeneracién relacionada con la
edad y declinacion cognoccitiva, fatiga por quimisterapia, menopausia o irregularidades
en la menstrmacion u ovnlacién inducidas por quimicterapia o ascciadas con la edad,
miopaiias mitocéndricas, dafio mitocéndrico, por ejemplo, acummlacién de calcio,
excitoloricidad, exposicion al dxido nitrico, hipoxia, ete., y desregnlacién mitocéndrica.

La distrofia muscular se 1efiere a una familia de enfermedades que involucra el
deterioro de la estructura y funcion neuromusculares, frecuentements con ¢l resultado
de atrofia del musculo esquelélico y disfuncién miccardica, tal como la distrofa
muscular de Duchenne. En ciertas configuraciones, loc compuestos activadorcs de
sirfuina pueden utilizarse para la reduccién de la velocidad de declinacion en las
capacidades funcionales nmcculares y para la mejora del estado funcional muscular cn
pacientes con distrofia muscular.

En ciertas configuraciones, loz compuestos moduladores de cirtuina pueden ser
itiles para ¢l tratamiento de miopatias mitocéndricas. Las miopatias mitocéndricas van
desde leves, debilidad lentamente progresiva de loc midsculos ertracculares hasta
graves, miopatias infantilzs mortales y encefalomiopatias de varios cistemas. Algunos
sindromes han sido definidoz, con alann colapamiento entre ellos. Las cindromes
establecidos que afectan loc mizculos incluyen la oftalmoplegia externa progresiva, el
cindrome de earnz-Sayic (con oftalmoplegia, relinopatia pigmentosa, defectos de
conduccién cardiaca, atazia cerchelosa y sordera senzitivaneural), el sindrome de
MELAS (encefalomiopatia milocédndiica, acidosis lactica y epicodios de accidente

cerebrovascular), 21 cindrome de MEPTT (epilepsia micclénica y fibras rojas racgadas),
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debilidad de distribucién de ciniurag, v miopatia infantil (benigna o grave y mortal).

in ciertas configuraciones, los compuestos activadores de sirtuina pusden ser
tiles para el wratamiento de pacientes que cufren de dafio térico a las mitocondrias,
tales como dafio éxico debido a acurnulacién de caleio, excitotoricidad, expozicion al
Grido nitrico, dafio téxico inducido por farmaco o hipoxia.

En ciertaz cemfiguraciones, los compuectos activaderes de cirtuina pueden cer
wiiles para el tratamiento de enfermedades o tractornos asociados con la desregulacion
mitocédndrica.

Funcion muscular

En otras configuraciones, la invencién proporciona métodos para mejorar la
funcidon muscular por administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto activador de sirtvina. Por ¢jeraplo, loc compuectos activadorce de sirtuina
pueden ser Utiles para mejorar resistencia fisica, por ejemplo, la capacidad para realizar
una tarea fizsica tal como un gjercicio, trabajo fisico, actividades deportivas, etc., la
inhibicién o retardo d‘c- la fatiga fisica, mejorar los niveles de origeno en la sangre,
mejorar la energia en laz personas caludables, reducir la fatiga muscular, reducir el
estrés, avmentar la funcidn cardiaca y cardiovascular, mejorar la capacidad seial,
aumentar lo niveles de ATP en el msculo y/o reducir el 4cido lactico en la sangre. Iin
ciertas configuraciones, los métodos involucran la adminictracién de una cantidad de un
compuesto activador de sirtuina que aumenla la actividad mitocéndrica, aumenta la
biogénesis mitocéndrica y/o anmenta la masa mitocéndrica.

El dezempefio deportivo se refiere a la capacidad de los muzeulos de los atletas
de actuar cuando parlicipan en actividades deportivas. El rendimiento deportivo, la
resistencia y velocidad miejoradoc ce miden por el awmento en la recistencia a la
contraccién wmuscular, ¢l auvmento de la amplitnd de la contraccién muscunlar, la
disminucién del ticmpo de reaccién del misculo entre la estimulacién y la contraccion.
El término atleta se refiere a una persona que participa en deportes en cualquier nivel y

que busca obtener un nivel mejorado de resistencia y velocidad en su rendimiento, tal
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como, por ejemplo, los fisicocdalturiztas, ciclistas, corredores de distancias largas,
corredores de distancias corlas, elo. Bl rendimiento deportive mejorado se manifiesta
por la capacidad de superar la faliga muscular, capacidad para mantener la actividad
durante periodos de ticmpo mas prolongados, y tener un decempefio mas efectivo,

En la pista la funcién muscular del atleta se decea que cree condiciones que le
permitan compelir o enirenar a niveles mas altos de recistencia durante un periodo de

o prolongado.

Se contempla que los métodoa de la precente invencién también cerdn efectivos
en el tralamiento dz lac condiciones patoldgicas relacionadas con loz muzculos, que
incluyen sacopenia aguda, por ¢jemplo, atrofia muscular y/o caqueria asociada con
quemaduias, descanso del lecho, inmovilicacién de exiremidades o cirugia ortopidica,
abdominal o tordcica mayor.

En ciertas configuraciones, la invencién proporciona composiciones dietéticas
novedosaz que comprenden moduladores de sirtuing, un método para cu preparacion, y
un método de uso de las composiciones para mejorar ¢l rendimicnto deportiva. Por
consignients, se proporcichan composiciones terapéuticas, alimentos y bebidas que
tienen accionec para mejorar la resistencia ficica y/o inhibir la fatiga ficica en las
personas involueradas en ¢jercicios detalladamente definidos que incluyen deportes que
requieren de trabajo y resistencia con ejercicio muccular repetido. Tales compociciones
dietéticas pueden ademas comprender electrolitos, cafeina, vitaminas, carbohidratos,
ete.

Otros usos

Los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden utilizarse para ¢l tratarmienio o prevencion de
infeccionec viricas, tales como infecciones por influenza, herpes o virug de papiloma, o
como agentes antifungococ. En clertas configuraciones, loz compuestos moduladores
de la sirtuina que aumentan ¢l nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden

adminisirarse como parte del tratamiento farmacoldgico con olro agente (erapéulico
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para el tratamiento de enfermedades viricas. En otra confignracién, loz compuestos

oduladores de la sirtuina que awmentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina puede adminisirarse como parle de una combinacién de  tratamiento
farmacologico con otro agente antifungoso..

Loz oujetos que pueden cer tratados como se describe aqui incluyen eucariotas,
tales como mamifercs, por ejemplo, hinmancs, ovinos, bovinos, equinos, poreinos,
c:aniﬁos, felinoz, primatez no humanos, ratones vy ratas. Las célulac que pueden cer
tratadaz incluyen células eucariolaz, por ejemplo, de un 2ujeto decerito antes, o eélulas
veagetales, células de levaduras y células procariotas, por éjermple, células bacterianas.
Por ejemplo, los compuestos moduladeres pueden cer administrados para animales de
granja para mejorar su capacidad de coportar condiciones de crianza méas prolongadas.

Los compuestos moduladores de la sirtuina que awmentan ¢l nivel y/o la
actividad de una protzina sirinina también pueden utilizarse para aumentar ¢l ciclo de
vida, rezictencia al estrés y resistencia a la apoplosis en plantas. En una configuracion,

se aplica un compuesto a las plantas, por ejemplo, periddicaments o a hongos. En otra
configuracion, las plantas se modifican genéticamente para producir un compuesto. Ln
otra configuracién, lac plantas y frutas se Watan con un corapuesto antes de
recolectarlas v tragportarlas para anumentar la recistencia al dafio durante el viaje. Las
cemillas de las plantas también pueden ponerce en contacto con com toz descritos
aqui, por ejemplo, para conservarlas.

En otraz configuracionez, loc compuestos moduladores de 12 cirtmina que
aumentan el nivel y/o la actividad de una pioteina sirtuina pueden utilizarse para

modular el cicla de vida en células de levadura. Lags situaciones en las cuales puede ser

o

deseable 2xtender el ciclo de vida de las células de levadura incluyen cualquier proceso
en el cnal se atilice la levadura, por ¢jemplo, la elaboracién de cerveza, yogurt, en
articulos de panaderia. El wso de levadura que tiene un ciclo de vida prolongado puede
resultar en €l uso de menos levaduia o que la levadura sza activa durante periodos de

tiempo mas piolongados. La levadura v otras células de mamifero wtilizadas para la

(92

b

e e



70

produccion por recombinacién de proleinas lambidn pueden ser tratadas como se
describe aqui.

Los compuesios moduladores de la cirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina también pueden utilizarse para anmentar el ciclo de
vida, resistencia al esirés y resislencia a la apoptocis de insectos. En esta configuracion,
los compuestos pudiesen aplicarce a insectos Wtiles, por ejemplo, abejas y otros
inzectos que extan involucrados en la polinizacion de las plantas. En una configuracidn
ecpecifica, un compuesto pudiese aplicarze a lac abejas involucradas en Ia produceidn
de miel. En general, loz métodos descritos aqui pueden cer aplicados a cualquier
organismo, por e€jemplo, euncariota, que pueda tener importancia comercial. Por
ejemplo, pueden aplicarse a los peces (pizcienltura) y pajaras (por ejemplo, pollos y
aves domésticas.

Daosiz mayores de los compuestos moduladores de la sirtuina que aumentan ¢l
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina también pueden utilizarse como un
pesticida por interferencia con la regulacién de los genes modificados sin alteracidn
apreciable de la secuencia v la regulacién de la apoptosis durante el desarrollo. En este
documento, v compuesto pusde aplicarse a plantas por medic del vso de un método
conocido en la téenica que asegura que el compuesto ectd biodisponible para larvas de
insecto y no para plantas.

Al menos en vista del vinculo entre la reproduccién y la longevidad, los
compuectos moduladores de la sirtuina quz aumentan €l nivel y/o la actividad de una
protcina sirtuina pueden aplicarse para afectar la reproduccidn de organismes tales
como incectos, animales y microorganisimos.

4. Ensayos

Se han deccrito varios tipos de encayos para determinar la actividad de la
sirtuina. Por ejemplo, la actividad de la sirtwina puede ser determinada por medio del
uco de encayoc basadoz  sobre  flucrescencia tal como el cnsayo  disponible

comercialmente en Biomol, por ejemplo, el kit fluorimértico de descubrimiento de
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farmaco SIPTI1 (AIZ-555), el kil fluorimériico de descubrimiento de farmaco SIRT?2
(AIZ-556), o el Lit fluorimértico de descubrimiento de farmaco SIPTS (AI’Z-; S7)
(Biomol Internaticnal, Plymouih Meeting, PA). Otroz encayos adecuadoz para la
sirtuina incluyen un ensayo de liberacién de nicotinamida (Maeberlein 7 otros, I, Biol.
Chem. 280(17): 17038 (200%)), un encayo I'PET (Marcotte y otros, Anal. Biochem.
332: 90 (2004)), v un ensayo de unidn a la resina de boro de CMMAD (McDonagh y
otros, Methods 36: 346 (2005)). Adn otros ensayos adecnados para Ia sirtuina incluyen a
log radicinmunoencayos (PIA), ensayos de prozimidad con centelleo, encayos
fundamentados en HPLC v enzayos con gen marcador, por ejemplo, para objetivos de
factor de transcripcidn.

Un ejemplo de ensayo para la determinacién de la actividad de la sirtuina es un
enzayo de polarizacién de fluorescencia. Loz encayes de polarizacién de fluoreseencia
ce describen aqui y tamhbién ce deccriben en la publicacion PCT n.° WO 2006/094239.
En otras configuraciones, puede deterrainarce la actividad de la cirtuina por encayos
fundamentados en ecpectiometria de mazas. Ejemplos de los enzayos bacados en la
espectrometria de masas ce deceriben agqui y también ce describen en la publicacion
PCT n.° WO 2007/064902. Los ensayos en funcidn de células también pueden utilizzarse
para determinar la actividad de la sirtuina. Ejemploz de enzayoc en funcidn de células
para la determinacién de la actividad de la sirtuina se describen n la publicacién PCT
n.° WO 2007/064902 y WO 2008/060400.

Adn otros métodos contemplados aqui incluyen los métodos de clasificacion
para la identificacién de los componentes o agentes que modulan las sirtuinas. Un
agente puede ser un acide nucleico, tal como el aptamer. Loz ensayos pueden ser
llevados a cabo en un formato bacada en célulaz o sin células. Por ejemple, un encayo
puede comprender la incubacién (o contacto) de una sirtuina con un agente de prucba
bajo condiciones en las cuales la sirtuina puede modularse por un agente conceido para
modular la sirtuina, y la supervisién o determinacién del nivel de modulacién de la

sirmina en presencia del agente de prueba con respecto a la avsencia del agente de
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prueba. El nivel de modulacién de una sirtuina puede determinarse por determinacion
de cu capacidad para decacetilar un suctraio. Ejemplos de custratos con los péptidos
acetilados que pusden oblenerse en BIOMOL (Plymouth Meeting, PA). Los custratos
preferidos incluyen péptidas de ps3, tales como los que comprenden un 12282 acetilado.
Un custralo parlicularmente preferido ec el Fluor de Lys-SIPT1 (BIOMOL), es decir el
péptido acetilado Arg-His-Lyz-Lys. Otroc sustratoc con péptidoc de histonas H3 y H4
humanas o un aminodcido acetilado. Los sustratos pueden zer fluorogénicos. La cirtuina
puede cer SIPT1, Si2, SIPT3, o una porcién de éctas. Por ejemplo, la SIPT1 de
recombinacién puede obtenerse en BIOMOL. La reaccién puede ser llevada a cabo
durante alrededor de 30 minuios y detenerse, por ejemplo, con nicotinamida. El ensayo
de actividad fluorescente HDAC/Lii de descubrimiento de farmaco (ATZ-500, BIOMOL
Pisearch Laboratorizs) puede utilizarse para determinar el nivel de acetilacidn. Encayoc

similares con deseritos por Bitterman y otroz (2002) J. Bicl. Chem. 277:45099. '] nivel

de modulacion de la sirtuina en un ensayo puede ser comparado con ¢l nivel de.

modulacién de la sirtuina en presr:ncia.de une o mas compuestos (por separade o
cimultdneamente) deccritos aqgui, que pueden servir como controles pocitivos 0
negativos. Lac sirtuinas de use en los enzayos pueden ser proteinac sirtuina de longitud

orpleta o partes de éstas. Debido a que ha cido demoestrado aqui que los compuestos
activadcres parecen inleractuar con el extremo M de la SIPTI, las proteinac de uso en
los encayor incluyen las partes de exirerno M de lag sivtninas, por ejemplo, alrededor de
los amincacidos 1-176 o 1-255 de la SIRT1; alrededor de los amincacidos 1-174 o 1-
252 de la Sir2.

En una configuracién, el ensayo de clasificacidn comprende: (1) la puesta en
contacto de la sirtuina con un agente de prucba y un sustrato acetilado bajo condiciones
apropiadas para que la cirtuina desacetile €l sustrato en ansencia del agente de prucba.; y
(ii) la determinacién del nivel de acetilacidn del sustrato, en donde el nivel inferior de
acetilacion del custrato en presencia del agenie de prueba con respecto a la ausencia del

agente de prueba indica que ¢l agente de prucba estimula la desacetilacién por la
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sirtuina, mientras gue el nivel mas alto de acetilacién del custrato en presencia del
agenie de pimeba con respecto a la ausencia del agente de procba indica que el agente de
prueba inhibe la desacetilacién por la sirtuina.

Los métodos para la identificacién de un agente que modula, por ejemplo,
ectimula, las sirluinas in vive pueden comprender (i) la puesta en contacts de una célula
con un agenie de prueba v on sustrato que es capas de entrar a la célula en presencia de
un inhibidor de clace 1y clase II HDAC: bajo condiciones apropiadas para que la
cirtuina desacetile el sustrato en ausencia del agents de prueba.; y (ii) la determinacién
del nivel de acetilacién del sustrato, en donde el nivel inferior de acetilacién del sustrato
en presencia del agente de prueha con respecto a la avsencia del agente de prueba indica
que el agente de prueba estimula la desacetilacién por la sirtnina, mientras que el nivel
maz allo de acetilacién del custrato en presencia del agente de prucba con respecto a la
avsencia del agente de prueba indica que el agente de prucba inhibe la desacetilacion
por la sirtuina. Un sustrato preferido es un péptido acetilado, que también s
preferiblemente fluorogénico, como se desciibe aqui adicionalmente. El método puede
ademas comprende la lisis de las células para determiinar el nivel de acetilacién del
sustrato. Loc zustratos pueden afiadirse a las células a una concentracién de alrededor de
1 pM a cerca de 10mM, preferiblemente cerca de 10pM hasta 1mM e incluso mas
preferiblemente cerca de 100 pM a 1 mM, tal come alrededor dz 200 pM. Un sustrato
preferido es una lisina acetilada, por ejemplo, s-acetil lisina (TFloor de Lys, FdL) o Fluor
de Lys-SIPT1. Un inhibidor preferide de HDAC: de clace Ty clase I ce la tricocstina A
(TSA), que puede ser utilizada a concentraciones en el intervalo de alrededeor de 0,01 a
100 pM, preferiblemente de alrededor de 0,1 a 10 pM, tal como 1 pM. La incubacién de
lac células con el compuecto de prueba 7 el sustiato puede ser llevada a cabo durante
alrededor de 10 minutos hasta 5 horas, preferiblemente durante alrededor de 1-3 horas,
Debido a que la TSA inhibe todas laz HDAC: de clase 1y clace I1, v que determinados
suztratos, por ejemplo, el Fldor de Lys, ez un sustrato deficiente para la SIPT2 ¢ incluso

menor quz el sustrato para la SIPT3-7, tal encayo puede utilizarse para identificar los
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moduladores de la SIRT1 in vivo.
3. Composiciones farmacéuticas

Loz compuestos moduladores de la cirtvina deccritos aqui pueden ser formulados
en mancra convéncional utilizando uno o mas excipientes o vehiculos aceptables desde
el punio de vista fisiolégico. Por ejemplo, 103 compuestos moduladores de la sirtuina y
cus cales y zolvates  fisioléficamente  aceptables pueden formularse para la
administraciéon por, por ejemplo, inyeccién (por ejermplo, SubQ, IM, IP), inhalacién o
inzuflacién (a través de la boca o la nariz) v administracidn oral, bucal, sublingual,
transdérmica, nasal, parenteral o rectal. En vna configaracién, un compuesto modulador
de cirluina puede ser administrado en forma local, el citio donde las células blanco e
presentan, e decir, en un tejido, dreanc o fluido especifico (por gjemplo, sangre, fluido
cerebroespinal, ete.).

Loz compuestos moduladores de la zictuina pueden ser formulados para una
varizdad de modos de administracion, que incluyen admiinistracién cictérica y tépica o
localizada. Las técnicas v formulaciones en general pueden encontrarse en Pemington’s
Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Para la administracién
parenteral, se prefiere la inyeccién, que incluye intramuscular, intravenosa,
intraperitoneal o subcutinea. Para inyeccidn, loz compuestos pueden cer formulados en
soluciones' liquidaz, preferiblzmente en coluciones amortiguadoras ficiolégicamente
commpatibles tales como la solucién de Hank o la solucién de FPinger. Ademics, 1os
compuestos pueden cer formulados en forma célida v redicueltos o cuspendidos
inmediatamente antes de uzo. También ce incluyen las formas lisfilizadas,

Para administracién oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la
forma de, por zjemplo, tabletas, grageas o cépsulac elaboradas por mcdios
convencionales con excipientes [armacéuticamente aceptables tales como agentes
aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidrozipropilmetilceluloza); rellenoz (por ¢jemplo, lactosa, celulosa microcristalina o

fosfato mono4cido calcico); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o
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cilice); desintegradores (por ejemplo, almidén de papa, o glicolato de almidon sédico);
o ageniec humecclantes (por ejemplo, laurilzulfate sédico). Las tabletas pueden
recubrirce por mélodos bien conocidos de la téenica. Las preparacicnes liquidas para
administracién oral pueden tener la forma de, por ejemplo, scluciones, jarabes o
suspensiones, o pueden presentarse conio un producto ceco para reconctitucién con agua
u otre vehiculo adecuado antes de woo. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse
por medios convencionales con aditives farmacéulicamente aceptablac talzs como
agentes de zuzpension (por ejemplo, sorbitol, jarabe, derivados de celulosa o grasas
comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o acacia);
vehiculos no acuozos (por ejemiplo, aceite ationd, ésteres de aceite, alcohol etilico o
aceites vegelales fraccionados); v conservadores (por ejemplo, metil o propil-p-
hidroxibenzoatos o &cido eorbico). Las preparaciones pueden también contener cales de
colucidn amortiguadora, agentes de sabor, agentes del color y agentes cdulcorantes
cegin lo apropiado. Las preparaciones para administracion oral puede cer formuladac en
forma adecuada para proporcionar la liberacién controlada del compuesto activo.

Para administracidn por inhalacién (por ejermplo, administracion pulmonar), los
compuestos moduladores de la sirtvina pueden cer cuminictrados convenicntemente en
la forma de una precentaciéon de aerosol de paquetes presurizados o un nebulizador, con
el wso de un propelente  adecuado, por  gjemplo,  dicloradifluorametano,
triclorofluodometano, diclorotetraflucroetans, anhidrido carbénico v otro gas adecuado.
En el caso de un acrasol presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse por
la disposicién de una valvula para cwminictiar vna cantidad medida. Las capeulas y
cartuchos por ejemplo, de gelatina, de wso en un inhalador o insuflador pueden
formularze con ¢l contenido de una mezcla en polve de un compuesto o compuestos de
la revelacién y una base de polveo adecnada tal como lactosa o almidén.

Los compuestos moduladores  de la cirtuina  pueden  formularce  para
administracién parenteral para administracién por inyeccidn, por éjemplo, por inycceion

de bolo, o infuzion continua. Las formulaciones inyectables pueden prepararse cn una
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forma de dosificacién unitaria, tal como en ampollas o recipientes de variac dogis que
contiene un conservador. Las composiciones pueden tener formas tales como
suspenciones, soluciones o emulsiones en un vehiculo aceite o acuoco, y pueden
contener agentes formmladores talzs come, agentes de cuspensidn, cctabilizacion y/o
dispersion. Allernativamenie, el principio aclivo puede estar en forma de polve para la
combinacién con wn vehiculo adecnado, por ejermipla, agua libre de pirdégenos estéril,
antes de uso.

Loz compuestos moduladores de la sirtnina también pueden cer formulados cn

composicicnes para adimainistracién rectal talec como zupasitorios o enemas de
retencién, por ejemplo, que contienen bases de snpocitorio convencionales tales como
manteca de cacan u otros gliceridos.
Ademés de las formulaciones deccritas antes, 1o compuestos moduladores de la
sirtuina también pueden ser formulados como una preparacién de depdsito. Tales
formulaciones de accidn prolongada pueden ser administradas por implantacién (por
ejemplo, en forma subcutanea o intramuscular) o por inyeccidn intramuscular. Por tanto,
por ¢jemplo, loz compuestos moduladores de la cirtwina pueden cer formulados con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ¢jemplo, como una emulsiéon en un
aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o como derivados escasamente
colubles, por ejemplo, como wna zal escacamente coluble. La férmula de liberacion
controlada también puede incluir parches.

En ciertaz configuraciones, los compuestos descritos aqui pueden formularse
para administracién al cictema nervioso central (resefiado por Begley, Pharmacology &
Therapeutics 104: 29-45 (2004)). Loc enfoques convencionales para el adminictracion
del farmaco al SMC incluyen: estrategias newroldgicas (por ejemplo, inyeccion
intracerebral o infusién intracercbroventricular); manipnlaciéon molecular del agente
(por ejemplo, la produccién de wna proteina de fusién imitadora que comprende un
péptido de transporte que tiene una afinidad para una molécula de superficie celular

endotelial en combinacién con un agente que por s{ mismo es incapaz de cruzar la BREID)
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en un intento por exzplotar una de lag rutas de ransporte endégenc de la barrera BRI,
esiralegias farmacoldgicas disefadas para aumentar la colubilidad del liquido de un

gente (por ejemplo, 1a conjugacion de agentes solubles enagna a vehiculos lipidos o de
colesteral); v la inierrupcidn transitoria de la integridad de la barrera BB por
interrupcién hiperosmdatica (que resulia de la infusién dz una solucién de manitol en la
arleria cardlida o el uso de un agenle bioldgicamente activo como un péptide de
angiotensina).

Los liposomas con un sistema administracién del farmaco mas que es facilmente
inyectable. Por conziguiente, en el método de la invencién loc compuectos activos
también pueden cer adminiziradoz en la forma de un cistema de administracion de
liposoma. Los lipocomas son bien conocidas por los erpertos en la téenica. Los
lipocomas pueden formarce a partir de una variedad de focfolipides tales como el
colesterol, estearilamina o fozfatidilcolinas. Loz liposomas que pueden utilizarse para cl

métode de la invencidn abarcan todos los tipos de lipocomas que incluyen, pero no se

~ lmitan a, vesiculaz vnilaminares pequefias, vesiculac unilaminares grandes y veciculas

de multiples laminas.

Otra foima de producir una formulacidn, particulanmente una solucién, de un
modulador de sirtuina tal como el recveratrol o un derivada de éste, &2 a través del uso
de una ciclodestrina. Por ciclodextrina se entiende una a, [ o y-ciclodextrina. Las

iclodertrinas son desciitas en detalle por Pitha 7 ooz, én la Palents de los Estados
Unidos 1n.° 4.727.064 que ce incorpora aqui como referencia. Las ciclodertrinas con
oligbraeros ciclicos de glucasa; ectoz compuestos forman complejos de incluzion con
cualquier custancia cuya molécula pueda fijarce en las cavidades captadoras de lipidos
de la molécula de ciclodextrina.

Son utiles laz formas de dosificacién que se disnelven o decintegran rapidamente
para rapida abeorcién, particularmente la abzorcién bucal y sublingual, de los agentes
farmacéuticamente  activos. Las formas de  docificacién de  rdpida  fucién  son

beneficiozos para los pacientes, por ejemplo, los pacientec de edad avancada vy
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pediatricos, que tienen dificuliad en pasar lac formaz célidaz de dosificacidn tipicas,

talez como caplels y tableias. Adicionalmente, lac formas de docificacién de rapida

fucién evitan las desventajas acociadas con, por ejemplo, lac formas de docificacion .

masticables, en donde 1a extencidn d= tiempo que ¢l agente activo permanece en la boca
del paciente liene un papel imporlante en la determinacién de la cantidad del
enmascaramiento del sabor y el grado en que el paciente puede poner abjeciones for
amargura en la garganta del agente activo.

Las composiciones farmacéuticas (que incluyen preparacionsc cosméticas)
pueden comprender de alrededor de 0,00001 a 100% tal como de 0,001 a 10% o de
0,1% a 5% en peso de uno o mas conmpuectos moduladores de la sirtuina descritos aqui.

En una configuracién, wn compuesto modulador de siil'tuina descrite aqui, se
incorpora en una formulacién tdpica que contiene un vehiculo tépico que generalmente
es adecuado para la administracién tépica del farmaco y comprende cualquicr material
conocido en la técnica. El vehiculo tépico pusden ser seleccionado de modo que
proporcione la composicidn en la forma deseada, por ejemplo, como ungilento, locion,
crema, microermilsion, gel, aceite, solucion o similares, o puede comprender un
material de origen natura‘l o artificial. Es preferible que el vehiculo seleccionado no

alecte neg

ativamente el agente activo u olro componente de la formulacidn tépica.
Sjemplos de vehicnlos tépicos adecuados de nzo aqui incluyen al agua, alecholes y
otroz colventes organicos no téxicos, glicerina, aceite mineral, silicona, vaselina,
lanolina, dcidos gracos, aceites vegetales, parabenos, ceras y similares.

Las formulaciones pueden cer unguentos, lociones, cremas, microcmulsiones y
geles inodoros e incoloros.

Loz compuectos moduladores de la cirtuina pueden incorporarse en los
unguentos, que por 1o general con preparaciones cemisélidas que ce bacan por lo
general en vaselina u otre derivado de petréles. La base de ungiiento especifica a
ntilizarce, como cerd apreciado por los conocedores de la téenica, ec la que

proporcionaréd la administracién del farmaco éptima, y preferiblemente proporcionara
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olraz caraclericiicas deseadas, azi como, por ejemplo, capacidad emoliente, y otras
cimilares. En cvanlo a otros vehiculos o portadores, un base de ungiiento debe cer
inerte, estable, no irritante y no sensible.

Loz compuestios moduladores de la sirtuina pueden incorporarce en lociones,
que por lo general son preparaciones que se aplican a la cuperficie cutdnea cin friccion,
y por lo general zon preparaciones liquidas o zemiliquidac en lac cuales las particulas
sélidas, que incluyen el principio active, ectan presentes en agua o base alecholica. Las
lociones normalmente son cuzpensiones de sélides, y pueden comprender una emulzidn
aceitosa liquida de un tipo aceite en agua.

Loz compuectos moduladores de la sirtuina pueden incorporarce en cremas, que
generalmente son emulsiones liguidas o cemizélidas viscosas, de aceite cn agua o agua
en aceite. Laz bases crema se pueden lavar con dgua, y contienzn una fase aceitoca, un
emulsificante y una face acnosa. La face aceitoza por lo general comprende vacelina y
un alcohol graso tal como el alcohol estearilico o cetilico; la faze acuosa normalmente,
aunque no necesariaments, excede la fase aceite en volumien, y en general contiene un
humectante. El emulsificantz en vna formulacién de crema, como se explica cn la
referccia de Remington antes citada, en general ¢s una agente tensoactivo no 16nico,
anionico, catidnico o anfotérico.

Loc  compuestos moduladores de la cirtnina  pueden incorporarse  en
microemulsiones  que por lo general con ectables decde el punto de vista
termodindmico, dicpersiones isotrépicamente claras de dos liquidos inmiscibles, tales
commo aceite v agua, ectablizadas por vna pelicula entre fases de moléculas de agente
tencoactivo (Enciclopedia de Tecnologia Farmacéutica (TMew York: Marcel Dekker,
1992), volumen 9).

Los compuestos moduladorzs de la cirtuinag pueden ser incorporados en
formulaciones de gel, que en general con cistemac semizélidoc que consisten cn
sucpenciones claboradas de pequefiac particulas inorganicas (cictermas de dos fases) o

molécnlas orgdnicas grandes dictribuidas apreciablemente en forra wniforme a través
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de lodo el liquido vehiculo (2elez de una fase). Aunque loo geles cominrmente emplean
vehiculo liquido acuoso, pueden ntilizaise alcoholes y aceite como el .vehl’culo.

Otros agentes aciivos iambién pueden incluirse en las formulacioncs, por
ejemplo, ofros agentes antinflamaiorio, analgéricos, agenles antimicrobianos, agentes
antifungosos, aniibidlicos, vilaminas, antiozidanles y agentes bloqueadores del col
comtnmente encointrados en las formulacionzs de proteccién contra el sol que
incluyen, pero no  se limitan  a, antranilatos, benzofenonas  (particularmente
benzofencna-3), derivados camfor, cinamatos (por ejeraplo metozicinamato de octilo),
dibenzoil metanos (por ejemplo, metoxidibenzoilmetano de  butile), 4cido  p-
arninobenzoico (PARA) y ans derivados, y calicilatos (por ejemplo, calicilato de
octilo).

En ciertas formulaciones tépicas, el agents activo estd presente en una cantidad
en el rango de aprozimadamente 0,25% en peso hasta 75 % en peso de la formulacion,
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 0,25% en peso hasta 30 % en peso
de la formulacién, mas preferiblerente en el intervalo de aproximadamente 0,5% cn
peso hasta 15% en peso de la formulacidn, més preferibleniente en el intervalo de
aprozimadarmente 1,0% en peso hasta 10% en peso de la formulacion.

Las condiciones del ojo pueden tratarse o prevenirse por, por ejemplo,
inyeccidn sistémica, tdpica, intraccular de un compuesto modulador de sirtuina, o por
insercidn de un dispocitive de liberacién sostenida que libere el compuesto modulador
de sirtuina. El compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o actividad de
una proteina sirtuina puede suministrarze en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente
aceptable, tal como el compuesto es mantenido en contacto con la superficie ocular
durante tiempo suficiente para permitir que el compuesto penetre en las regiones de la
cérnea e internas del ojo, como por ejemple la cdmara anterior, camara posterior,
cuerpo vitreo, humor acuoso, humor vitreo, cornea, iris/cilio, lente, coroide/retina y
esclerdtica. Bl vehiculo oftdlmico farmacéuticamente aceptable puede, por ejemplo,

cer un ungilento, accile vegelal o un maierial de encapsulacién. Aliernativamente, los
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compuestos de la invencién pueden ser inyectados dircetamente al lmmor vitreo y
hamor acuosc. Fn otra aliernativa, los compuestos pueden ser administrados en forma
sistémica, (al como por infusién o inyeccién inlravenosa, para tratamiento del ojo.

Los compuestos moduladores de la sirtuina descritos aqui pueden ser guardados
en ambiente libre de oxigeno. Por ejemplo, el resveratrol o un andlogo de éste puede
prepaiarse en una capsula hermética al aire para administracién oral, tal como ‘la
Capsugel de Pfizer, Inc.

Laz células, por ejemplo, tratadas ex viva con un compuesto modulador de
cirtuina, pueden st adminisiradaz de acuerdo con métodos para la administracién de
un injerto a un sujeto, que puede acompaiiarse, por ¢jemplo, por administracion de un
farmaco inmuncsupresor, por ejzmplo, cicloezporina A. Para los principios gencrales
en la formulacion médica, el lector puede consultar Cell Therapy: Stem Cell
Transplantation, Gene Therapy, y Cellular Immunotherapy, by G. Morctyn & W,
Sheridan eds, Cambridge University Press, 1996; y Hematopoietic Stem Cell Therapy,
E. D. Ball, J. Lister & P. Law, Churchill Livingstone, 2000.

La toxicidad y eficacia terapéutica de los compuestos moduladores de la
cirtuina pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos ectandar en cultivos
celulares o animales experimentales. La LDso ¢c la docis mortal para €l 50% de la
poblacidn. La EDsy €3 la dosis terapéuticamente efectiva para ¢l 50% de la poblacion.
La relacién de docis entre loc efectos téxicos v terapéutiocos (LDso/EDso) cs cl indice
terapéutico. Se prefieren los compuestos moduladores de la zirtwina que erhiben
indices terapéuticor grandes. Aungue 1os compuzstos moduladores de la sirtuina que
erhiben efectos colaterales téxicos pueden utilizarse, debe tenerse cnidade al disefiar el
sistema de suminicire que orienta tales compuesios al sitio de tejide afectado para
minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y, por tante, reducir los efectos
colaterales.

Loz datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y 1oz cotudios animales

pueden vtilizarse en la formulacién del intervalo de dosificacién para wsar en humanos.
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La dosificacién de tales compuectos puede caer dentro del intervalo de concentraciones
de circulacién que incluye 1la EDso con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede
variar dentro de ecfe intervalo segin la forma de desificacidn empleada y 1a ruta de
administracién ulilizada. Para cualquier corapuecto, la doziz terapéuticamente efectiva
puede cer estimada inicialmente de loc encayos de cultivos celulares. Una dasis puede
ser formulada en modelos animales para obtener wn intervalo de concentracion
plasmatica de circulacidn que incluya la 1Cso, es decir, la concentracién del compuesto
de prueba a la cual se obtiene un inhibicion semiméxima de loc cintomas, determinada
en ¢l cultivo celular. Tal informacion puede vlilizarse para determinar en forma mas
ezacta laz dosis nliles en serec humanos. Los niveles en placsma pueden mediree, por
ejemplo, por cromatografia para liquidos de alta resolucién.

6. Kits

También se proporcionan kits, por #jemplo del tipo para {ines terapéuticos o
itz para la modulacién del ciclo de vida de laz células o modulacién de la aportosis,
Un kit puede contener uno o mas compuestos moduladores de la sirtwina, por gjemplo,
en docis medidas previamente. Un Lit pueds opcionalmente comprender dispositivos
para el contacto de células con loc compuestos ¢ instrucciones de uso. Los dispositivos
incluyen inyecciones, stents v otros dizpozitives para la intreduceién de un compuesto
modulador de cirtuina en un svjeto (por ¢jemplo, por loc vacos sangnineos del sujeto) o
por aplicacion a la piel.

Ann en ofra configuracién, la invencién proporciona una cormposicion que
comprende vn modulador de sirtuina de esta invencion y otro agente terapéutico (los
mizmoc utilizados en las politerapiaz y composiciones de combinacién) en formas de
docificacién separadas, pero a:ociadac entre ci. El término «asociadoc entre ciy» se
utiliza para indicar que las formias de dosificacion separadas se envazan juntas o de otra
manera unidas entre si de modo que se aprecia facilmente que las formas de
dozificacion separadas estan destinadas a venderse 7 adminictrarce como parte del

mismo régimen. El agente y ¢l modulador de sirtuina preferiblemente s envasan
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juntes en un envase alveolado u otros envases de variaz cdmaras, 6 en recipicntcs
cellados por separado, conectadozs (por ejemplo, bolsitas de aluminio) que pueden ser
separados por el usuarie (por gjeriplo, razgands las lineas de puntoc débiles entre los
dos recipientes).

Atn en otra configuracion, la invencién proporciona un kit que comprende en
recipienies separados, a) win modulador de cirtuina de ecta invencidn y b) otro agente
terapéutico tal como los descritos en la especificacién.

La practica de loz presente: métodos emplears, A menos que se indique de otra
manera, técnicas convencionales de biologia celular, cultivo celular, binlogia molecular,
biclogia transgénica, microbiologia, ADM recombinante ¢ inmunologia, que estan
deniro del alcance de la técnica. Tales técnicas se¢ explican completamente en la
lieratura. Véase, por ejemiplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2% Ed., ed. por
Sambrook, Fritsch v Maniatic (Cold Spring Harbor Laboratory Precc: 1989); IDNA
Cloning, Volimenes Ty IT (D, 1L Glover ed., 193%); Oligonucleotide Synthesis (M. L.
Gail ed., 1984); Mulliz y otroz U.S. Pateni 1o: 4.683.195; Tucleic Acid Hybridization
(B. D. Hamez & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription and Tranclation (I3, ). Hames
& S. J. Higginz eds. 1984); Culture Of Animal Cells (T 1. Trechney, Alan T Lizs, Inc.,
1987); Tramaebilized Cells WV Enzymes (IPL Prese, 1936); I3, Perbal, A Practical Guide
To Molecular Cloning (1984); the treatise, Methods In Enzymology (Academic Press,
Inc., T1.Y.); Gene Trancfer Vectors For Mamrialian Cells (J. H. Miller y M. P. Calog
eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratovy); Methods In Enzymology, Vols. 154 y 155
(Wu y otros eds.), Immunochemical Methods In Cell ¥ Malecular Riology (Mayer y
Walker, ed:c., Academic Presz, Leondon, 1987); Handbool Of  Experimental
Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell, edz., 1986); Manipulating
the Mouze Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, MY,
1986).

EJEMPLOS

La presente invencidn se entendera mejor al hacer referencia a los siguientes
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ejemplos, los cnales ce prezentan con propdsitos de iluctracion y no cstén destinados a
limitar el alcance de la presents invencion.
EJEMPLO 1

Preparacion de la N-(2-cloro-S-metilpiridin-3-il) -2-nitrobenzamida:

Ne__Cl
|N\ Ci | N
— P

ZNH, NH NO,
0

A una solucidén de S-amino-6-cloro-3-picolina (9,54 g, 66,9 mrol) y piridina (200 ml)
se le afiadié en gotas clorurs de 2-nitrobenzoilo (13,65 g, 73,6 mmol) a °C. La mezcla
resultante ce agité 4 temperatura ambienle durante 18 horas. La mezcla occura lucgo se
diluyé con agua (1500 mill) y s¢ afiadié una solucién saturada de bicarbonato de sodio
hasta que se alcanzo un pH de 8. El precipitado se recolectd por filtracién, se enjuago
con agna (30 mL ¢ 2) y se secd para producir N-(2-cloro-5-metilpiridin-3-11)-2-
nitrobenzamida comeo un sélido palido (17,70 g, yield: 91%).

Preparacion de la 6-metil-2-(2-nitrofenil)tiazol[5,4-b]piridina:

| O,N
JONES
— /
ZNH  NO, Z N

o)

Una mezcla de MN-(2-cloro-S-metilpiridin-3-il)-2-nitrobenzamida (5.0 g, 17.1
mmol) y PaSs (7.6 g, 34.2 nunol) en pirding (50 mL) y p-zilene (200 ml) se agitd a 140
°C (20 h). Se retird el solvente bajo vacio. Tl reziduo ze purificé por recristalizacién en
E1OH para abtener 6-metil-2-(2-nitrofenil)tiazol[5,4-b]piridina como un solido amarillo
(3.5 g, rendimiento: 75%).

Preparacién de Ia 6-(bromometil)-2-(2-nitrofenil)tiazol|S,4-b]piridina:

P

A

i
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N O,N N s ON _
o — L0
Z~N N —

Se combinaron 6-Melil-2-(2-nitrofeniltiazol[5,4-b]piridina (2.9 g, 10.7 mmol),
1-bromosuccinimida (1TBS, 1.91 g, 10.7 mmol), CCL; (200 ml) y perdido de benzoilo
(0.021 g) en un matraz de tres cuellos (500 ral) bajo argéon. La mezcla amarilla
resultante se agitd a reflujo (2 h). Se afiadieron MRS (1.91 2) v perézido de benzoilo
(0.021¢) adicicnalez. Decpuéc de 2 h a reflujo, ce afiadieron de mavo TIRS (0.95 g) y
perdzido de benzoilo (0.021 g) v la mezcla se mantuvo en reflujo durante 2 h. La
mezcla se dejé enfriar a lemperatura ambicile y se concentid bajo vacio para producir la
G-(bromometil)-2-(2-niirofenil)iazol[5,4-b]piridina (4.0 @) sin purificar, lnecgo se llevo
directamente al siguiente paso.

Preparacion  del  4-((2-(2-nitrofenil)tiazol[5,4-b]piridin-6-il)metil)piperacin-1-

carboxilato de ferbutilo:

ON 0 O,N

pelo S s oY ety

Br\/EI,\? \_ 7 - K/N A7 \_Y
Una solucién de 6-(bromometil)-2-(2-nitrofenil)tiazol[5,4-b]piridina (4.0 g),
Boc-piperacina (1.99 g, 10.7 mmol), trictilamina (EtN) (1.5 mlL, 10.7 mmol) y
acetonitrilo (100 mL) se agitaron a 50 °C (4 h) y luego a temperatura ambicnte (60 h).
La TLC demostrd que la reaccién era corapleta. La mezcla se coneentré bajo vacio y sc
purificd por cromalozrafia de acl de silice (éler de peirdleo : acetatlo de ctilo @ BN =
100 : 10 : 1) para producir el 4-((2-(2-nitrofenil)tiazol| 5,4-b]piridin-6-
imetil)piperacin-1-carboxilato  de terbutilo como un sélide amarillo (3.6 g,

rendimiento: 74% en dos pasos).

Preparacion  del  4-((2-(2-aminofenil)tiazol[5,4-b]piridin-6-il)metil)piperacin-1-

carboxilato de terbutilo:

i

o

T



86

I w O ST s Mo
AL ) T L)

Una  mezcla  de  jeri-butyl  4-(R-Q2-nitrofenil)tiazol[5,4-b]piridin-6-
iDmetil)piperacin-1-carboxilato de terbutilo (2.1 g, 4.7 mmal), NH,Cl (2.00 g, 37
mmiol), polvo de hierre (1.31 g, 23.5 mmol), 0 (40 ml) y metanol (160 mL) se llevo
a reflnjo durante 3 h bajo M. La mezcla de reaccion se filird, y el filtrado sc concentrd
bajo vacio y se purificéd por cromatografia de gel de silice (éter de petrélco : acetato de
etilo : EizN = 800 : 200 : 1) para producis el 4-((2-(Z-aminofeniltiazol[5,4-b]piridin-6-
iDmeti)piperacin-1-carboxilato  de  terbutilo  como un sélide  amarillo (1.63 g,
rendimiento: 81%).

Loc compuectos intermedios de anilina para loz compuestos 1-6, 11-45, 45, 47-
61, 65, 67-68, 72, 74-75, 77-§§, 90, 92-122, 127-130 se elaboraron de forma andloga a
la ecquematizada antec, utilizando los reactivos de amina apropiados.

Preparacion  del  N-(2-(6-(piperacin-1-ilmetil)tiazol[5,4-b] piridin-2-il)fenil)-3-(1H-

tetrazol-5-il)benzamida:

N NN <_
HN-N )
« N N\N> N\ /

HO N N s
H
BocN/\ ) HATU, HN Na—S {:
K/N />"< > DIEA DMF Q\IMI\?” \‘_/>
) TFA, CH,Cl,

4-((2-(2-aminofenil)tiazol[5,4-b]piridin-6-il)metil)piperacin-1-carboxilato de
terbutilo (85 mg, 0.2 mmol) s¢ completé hazta 3 mL de DMFE junto con dcido 3-(1H-
tetrazol-5-iDbenzoico (38 mg, 0.2 mmacl), HATU (114 mg, 0.3 mmol) y DIEA (35 mlL,
0.4 mriol). La mezela de reaccién se agité a 50 °C durante 18 horas. Luego ze diluyd
con EtDAc (15 ml) y se lavé con agna (3 mL 2 3). Se secd la capa organica (MaSOq) y

se  concentrs  bajo  vacio  para  producic el 4-((2-(2-(3-(1T1-tetrazol-5-

: i1
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i)benzamido)fenil)tiazol[5,4-b]piridin-6-il)metil)piperacin-1-carboxilate  de  ferbutilo
crudo. Este material se llevd hasta & mL de 25% TTFA en CH,Cly v o dejo en reposo a
termperatura ambiente (18 h). La mezcla de reaceién se concentrd bajo vacio y el residuo
recultante se purificd por HPLC de faze inversa para producir 12 mg de M-(2-(6-
(piperacin-1-ilmetil)tiazol[ 5,4-b]piridin-2-il)fenil)-3-(1H-tetrazol-5-il)benzamida - como
wn s6lide amarillo. PMTT'H (200 Mz, DMSO-dg) & 9.5 (br g, 2 H), 7.5-9.1 (m, 10 1),
4.5 (br 5, 1 H), 3.5-4.0 (m, 10 H). MS (ESI) calculado Cy;Hy:MoOS (m/z): 497.17,
encontrado: 498.2 (M+1)".

Todos los compuestos analizados en esta patente e claboraron de forma ansloga

a la esquematizada antes, uiillizando loc acidos  apropiades. Estos productos no

contenian un grupo de proleccién BOC ni signicron a través del paso de desproteccion
de TFA.
EJEMPLO 2

Preparacion del Acido 1-metil-4-fenil-1H-pirrol-2-carboxilico:

/ -/
N 0 N 0O
O
Br o— OH

A una solucién de metil-4-bromo-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilato (2.5 g, 11.5
mmal) en DM (35 ml) bajo argén se afiadieron en secuencia PA(PPly)s (0.66 g, 0.58
minol) y dcido fenilborénico (3.46 g, 28.4 mmacl). La mezcla de reaccion se calento
hasta 70 °C v se afiadié MayCO5 (11 2, 104 mumol) dizuelto en agua (30 mL). La me:cla
de reaccién ce calentd hasta 110°C (14 h), se enfrié hasta temperatura ambiente, se
diluyé con agua (250 mL), y se extrajo con éter dictilico (250 mL » 3). Se secaron las
capac organicaz combinadas y ce concentraron bajo vacio. Se purificd el residuo por
cromatografia de silice (se eluyd con éer de petedleo @ acelato de etilo = 40:1) para
producir el metil-1-metil-4-fenil-1H-pirrol-2-carboxilato como un sélide  eristaline

blanco (0.257 g).

210
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El éster (0.26 ¢, 1.2 mmol) luego s& combiné con LIOH/H,O (0.15 g, 3.6 mmol) en
THF (5 mL), CH;0H (5 mL) y HyO (2.5 mL) y ce agité a 40°C (4 h). Se afiadid agna
(28 ml) v la mezcla se lavé con DCM (15 ml). El pH de 1a face acuoca ce ajustéd a 5-7
con HCH (170). El agua ce retird v s& disolvié el residue en MeOH (100 mL) y luego se
filird. El filtrado se concentrd bajo vacio para obtener ¢l compuesto acido 1-metil-4-
fenil-1H-pirrol-2-carboxilico come un <6lido blanco.. (0.419 g) PMIT H(CDCI3, 400
MHz): 6 4.01 (s, 3H), 7.16 (4, J=1.6 Hz, 1H), 7.23 (1, J=7.2 Hz, 1H), 7.38 (m, 2H), 7.53
(dd, J=7.2, 8.4 Hz, 2H)

EJEMPLO 3

Preparacion del acido 2-fenilisonicotinico:

B N
r I AN N\
% - |
Z
0" OH
0° OH

Se disalvié acido 2-Bromoisonicotinico (2.02 g, 10 mmol) en DMIT (30 ml.)
bajo argén. Se afiadié PA(PPhs), (0.6 g, 0.52 mmol), y la mezcla de reaccion se agitd a
temperaiura ambiente durante 15 min. Luego se afiadié MapxCO; (ac. 2M, 40 ml)
seguido por la adicién de acido fenilborénico (1.67 g, 13.7 mmol). La mezcla de
reaccidn ce calenté a 95 °C (18 h), s¢ enfiié hasia temperatura ambiente y ce filtro a
través de un lecho de Celite. Se afiadié agua (80 ml) v la mezela se acidificéd con HCL (2
1) a pH = 4. El precipitado se recolecté por filtracién, se enjuagd con agua (2 mlL < 7).
El producto sin traiar se recristalizé a partic de 2-metoriletanol para obtener el acido 2-
fenilisonicotinico come un sélido gric (1.2 o). PMIT 'H (DMSO-dé, 400 MHz): § 7.51
(m, 3H), 7.75 (d, J=4.3 Hz, 1H), §.13 (t, /=1.6 Hz, 2H), 8.29 (s, 1H), £.85 (d, J=4.8 M=,
1H), 13.73 (bs, 1H).
EJEMPLO 4
Actividad biol6gica

Se utilizé un ensayo bacado cobre expectrometria de mazas para identificar los
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moduladores de la actividad de la SIPTI. El encayo basado cobre cepectrometria de
macas utilizd un péplido que iiene 20 reziduos de amincacidos como sigue: Ac-Eli-
V. (biotin)-G3QSTSSHSIZ(Ac] NeSTES-IL(STIP)-EE-1THZ (I de SEC 11° 1) en
donde F.(Ac) es un residue de lising acetilade v Mle ez una norleucina. El p#ptido csta
etiquetado con el fluoroforo STME. (excitacién 540 nm/ernisién 520 nm) en el extremo
C. La secuencia del 2usirato de péplido se basé cobre el p53 con varias modificaciones.
Ademds, el residuo de metionina presente en forma natural en la cecuencia oo reemplazo
con la norlencina debido a que la metionina puade ser suzeeptible a oridacidén durante la
sintesis y purificacién.

El encayo de espectromelria de macas ¢e llevéd a cabio como sigue: 0.5 pM de cao
péptido v 120 pM BITAD™ ze incubaron con 10 nM SIFTI duranie 25 minutos a 25°C en
una solucién amortignadora de reaccion (50 mM Tiis-acetato pH 8, 127 mM MaCl, 2.7
mM IZCl, 1 mM MgCly, & mM DTT, 0.05% BSA). Los compuesilos de prucha pucden
afiadirze a la reaccidn como ge describié antec. El gen SieT1 ce clond en un vector que
contenia el promotor T7 v se transformé en BL21(DEZ). Después de la incubacion de
25 minmutos con SIRTI, se afiadicron 10 pL de 10% de Acido férmico para detener la
reaccién. Se czellaron 7 congelaron las reacciones para andlicic  posterior de
espectrometria de mazas. La determinacién de la masa del péplide suctrate permite
precisar la determinacién del grado de acetilacién (25 decir, el material de partida) en
comparacion con el péptido desacetilado (producto).

Un control para la inhibicién de la actividad de sirtuina se llevé a cabo por
adicidn de 1 pL de 500 mM nicotinamida como un control negativo al wicio de la
reaccién (por ejemplo, para permitir la determinacién de la inhibicién méaxima de
sirtuina). Se llevé a cabo un control para la activacidn de la actividad de sirtuina con 10
nM de proteina de sirtuina, con 1 pl de DMSO en lugar del compuesto, para dsterminar
la cantidad de desacztilacidn del sustrato en un instante dado dentro del intervalo lincal
del enzayo. Este inctante eg 2l micmo que se wtilizéd para los compuestos de prucba vy,

dentro del intervalo lineal, ¢l punio final representa un cambic en la velocidad.

Cemresmmoa
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Para el ensayo anterior, 1a proteina SIPTI se expresé y purifico como sigue. I
gen SirT1 se clonéd en un vector que contenia el promotor T7 y se transformé en
BL21(DE3). La proteina sz zzpresd por induccién con 1 mM IPTG como una proteina
de fusién de extremo 11 Hiz-tag a 18°C duranie la noche y se recogid a 30,000 = g. Se
practicd lisic en las célulag con la lisozima en la solucién amortignadora de lisic (50 mM
Triz-HC, 2 mM Triz[2-carboxietil]fosfina (TCEP), 10 pM ZnCly, 200 mM TaCl) y se
traté adicionzalmente por conicacién durante 10 minutos para lisic completa. La proteina
se purificéd sobre wna columna de Hi-TITA (Amercham) v <e acurnularon las fraceiones
que conlenian proteina pura, se concentraron y 3¢ pasaron por una columna de
dimensionamiento (Sephade: S200 26/60 global). S recolectd la proteina scluble que
contenia el pico y se pasd por una colomna de intercambio iénico (MonoQ). El
gradiente de elucidén (200 mM - 500 mM HNaCl) obtuve la proteina pura. Iista proteina
se concentrd y dializéd contra nna solucion émorliguadora de didlizic (20 mM Tris-HCI,
2 mM TCEP) durante 1a noche. Sz tomdé una alicuota de la proteing y se congelé a -80
°C hasta uso posterior.

Loz compuestos moduladores de la cirtwina que activaron la SIPT1 se
identificaron por medio del ensayo descritc antes y se presentan en la tabla 2. Los
valores de EC) s reprecenta la concentracidn de los compuestos de prucha que recultaron
con 150% de activacién de SIRTI. NT indica que &l compuesto no fue evaluado
utilizando 2l encayo sefialado. TTA significa que el compuesto no lo activo el ensayo

sefialado. En la tabla 3 también se indica el % marimo de activacién de la SIRTI.

Tabla 3.

CoMPUEST | [M+H]}+ | ESTRUCTURA EC,s % )

ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.

.

A e
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CompUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC;s Yo
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
| 507 233 241
2 498 NA 132
3 497 1620 246
/N-
NH
O
HN
Na—S
O AN
O
N
4 508,1 ;N = 504|321
_ N\ /
O
HN
N S =
07 X
QNM/> \_/

Fo
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COMPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC, 5 Y%
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
5 508 N 565 281
0 A 66 $1
=10
HN
NS
®) AN
O
N
6 508 C> <-§ 746 274
o) NS —
O N/> \_/
7 579 O O 65 581
HN
Noo-S
HN S
OO
N
8 507 7\ 340 471
=N
=0
HN
N
HN/\‘ X —_
K/N |/ N/> \_7/
9 507 /N \~/ 416 392
N=
=0
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CompUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC, s %
oS NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
10 >07 7\ 492 316
e
=0
HN
N._S _
HN/\ N
K/N\/E/IN%\ /
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{ -0
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H,N Ny S _
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N N N\ /
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NN\ 7
=0
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)
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—N
O
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CompuEsT | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC, 5 %
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
15 535,1 7N\ — 627 531
—\ N\ /
=0
N
N |N\ S =
N A~ L7
16 535,2 AR\ 674 405
N=
0
N
L0
N P
17 5353 2\ = 683 360
N_ /7N 7
0
N
Nae-S
N N
)\/N | = N/>—©
18 521,2 ( = 620 457
’ 7\
N_> N\ /
0
N
N N\ S i
\O\I\MN/
19 47972 — 722 198
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CompruEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECs %
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
20 4922 / \_\—/ 687 224
=N -
0
HN
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=
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CoMPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECis %
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
25 509 — 469 203
7\
_ N\ /
=0
HN
N S —
~
F\WC\N '/ N/>—\ /
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COMPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECis | %
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
30 526 986 142
31 511 JN = 1000 168
N
W
=J¢)
HN
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~
F\\\‘C\N |/ N/>—
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S J N/
0
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e /
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ComMpUEST | [M-+H]J+ | ESTRUCTURA EC, 5 %o
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
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O /{:
O 0
[ HN
N IN\ S —
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N\ /
@]
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Comrurst | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC5 Yo
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
39 528 N = 400 241
/ N—
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N S —
o S
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ComPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECo T
N NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
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CompPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECis | % B
ON.° NM DUPLIC
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DE ACT.
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CoMPUEST | [M+H]-+ | ESTRUCTURA EC 5 % l!,
],
ON.° NM DUPLIC
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CompruEsT | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECis |%
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
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CompuUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA ECs | %
ON.° NM DUPLIC
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DE ACT.
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COMPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC, s %
ON.° NM DUPLIC
ACION
DE ACT.
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COMPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC, s %
ON.° NM DUPLIC
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DE ACT.
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ComMPUEST | [M+H]+ | ESTRUCTURA EC s | %
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la sirtuina y métodos para sn use. Aunque se han analizado las configuraciones de la
presente invencion, la especificacién anterior apenas ec ilustrativa y no restrictiva. los
conocadores de la téenica apreciaran que con posibles muchas variaciones a la lu de
esta especificacion. Bl alcance completo de la invencién debe determinarse en
referencia a lac Peivindicaciones, junto con su alcance corpleto de las equivalencias y
la memoria, junto con tales variaciones.

INCORPORACION COMO REFERENCIA

Todac las publicaciones y patentes mencionadas aqui que incluyen los puntos
presentados més adelante, se incorporan come referencia en su totalidad como si cada
publicacion o patente se indicar en forma especifica e individual para incorporarse como
referencia. En caso de conflicto, la presente solicitud, que incluye las definiciones
presentadas aqui, se ectablece como base la precente ecpecificacion.

También se incorporan como referencia en su totalidad cnalquier secuencia de
pelimicleétido y polipéptide que se reficra a un nimero de aceesién correlativo con una
entrada en la base de datos publica, tal como las mantenidas por el Instituto para La
Investigacién Gendmica (The Institute for Genomic Pescarch, TIGE) (www.tigr.org)
y/o el Centro Nacicnal para la Informacién de Bictecnologia (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) (www.ncbinlin.nih.gov).

También oo incorporan commo referencias las ciguientes: Publicaciones PCT n.°

WO 2005/002672; 2005/002555; y 2004/016726.

=
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REIVINDICACIONES:
1. Se reivindica compuesto representado por la férmula estructura (1I):
X2=x3

SO
e
o una sal de éste, en donde:
dos de ' a ¥* se seleccionan de -CP*- y -I-;
los otros dos de X' a ¥ son -CR*-;
R* es independientemente seleccionadeo en cada presencia de =1, alquilo inferior
o halégeno; .
R es un grupo de solubilizacion; y
P? se celecciona de fenilo opcionalmente sustitnido con une o mas sustituyentes
independientemente seleccionados de -CM, -I, -Cl y -CTI'5, y cuando cada uno de X' a
3 es -CP-, P? se selecciona adicionalmente de un heterociclo de § a 6 micmbros que
contiene un hetercalomo Ny, opcionalmente, un seguno helerodtomo scleccionado de
M, 0068, en donde dicho helerociclo estd opeionalmente sustituido con metilo.
2. El cormapuesto de la Reivindicacion 1 en donde:
X'aX'es-CR*-;y
R? se selecciona de  fenilo, fluorofenilo, difluorofenilo, clorofenilo,
metiltiazolilo, pirimidinilo, piridilo y pirazolilo.
3. El compuesto de la Peivindicacién 2, en donde P? se selecciona de fenilo,

flnorofenilo, difluorofenilo, clorofenilo, 2-metiltiazol-4-ilo, piridilo y pirazol-1-ilo

- e g ., . 2 . C e g
4, El compuesto de la RPeivindicaciéon 3 6 R7, es fenilo o piridilo.
. e, R
5. El compuesto de la Peivindicacién 1, en donde uno de 377 2 207 son -MN-.

R e, I
6. El compuesto de la Reivindicacién 1, en donde uno de 20 a 207 5on -N-.
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7. El compuesto de la Peivindicacién S, en donde 207 es N.
- I, w2
o. El compuests de la Peivindicacion 6, en donde ¥ a 37 con -N-.
- ] 4
9. El compuesto de la Pelvindicacién 6, en donde ¥ y ¥ son =MN-.
10. Bl compuesto de cualquiera de lag Peivindicaciones 1 a 9, en donde:
R! 3.
es —CH,-R7; y
P? es un heterociclo que contiene nitrdgenc epcionalments sustituido con uno o

mas custituyentes celeccionados de alquilo C-Ca, amine, haldgeno, metoxi y metoxi-
alquilo C;-Cy.
11. El compuesto de la Peivindicacidén 10, en donde R? es fenilo, piridile o 3-
fluorofenilo.
12. El compuesto de la Peivindicacion 11, en donde w2 y Y3 oon-CH-y¥'y ~*ee
seleccionan independientemente de —CR"- 0 -N-.
13.  El compuesto de la Reivindicacién 10, en donde:

R'es -CH,-R*; y

P’ se celecciona  de  piperacin-l-ilo,  4-(metorictil-piperacin-1-ilo,
3,5-dimetilpiperacin-1-ilo, morfolin-4-ilo,  piperidin-1-ilo,  4-aminopiperidin-1-ilo,
pirrolidin-1-ilo,  3-fluoropirrolidin-1-ilo,  -NH-(pirrolidin-3-ilo) y  1,4-diaza-
biciclo[2.2.1]heptan-1-ilo.
14.  El compuesto de la Peivindicacién 12, en donde P? ce celecciona de 4-
(metoxietilo)-piperacin-1-ilo, morfolin-4-ilo, piperidin-1-ilo y 4-aminopiperidin-1-ilo.
15. El compuesto de la Peivindicacién 14, en donde I'? ec fenilo, 3-ﬂuorofoni’]o 0
piridilo.
16.  El compuecto de la Peivindicacion 15, en donde 2y ¥ son -CH-y ¥y ¥ e
seleccionan independientemente de -CR*- o —IN-.
17.  El compuesto de la Reivindicacién 1, en donde R es H.

18. El compuesto de la Reivindicacién 1, representado por la férmula (I'V):

e
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X2:=x3
2
R\<\ /
x1_.
—0
HN
N\ S
(o
R' N -@VD;

o una sal de éste, en donde:

una variable ¥ es seleccionada de -CH- y -N-;

lac otras dos variablee ¥ son -CH-;

R!es un gropo de solubilizacion; y

P2 ce selecciona del fenilo v flucrafenilo, v, cuande cada variable Y oo -CH-, 2
se selecciona adicionalmente de un heterociclo de 5- a 6 miembros que conticne un
heteroalomo 11y, opcionalmenie, un segundo heterodtonio seleccionado de M, Qo S, en
donde dicho heterociclo estd opcionalmente sustituido con metilo.

19.  Un compuesto represeniads por la férmula estructural (V):

0 una sal de éste, en donde:

el anillo A se selecciona de

;
:
:
:
y

R'esun arupo de solubilizacién; y
R" es a-H o -O-CH.

20.  Un compuesto representado por la férmula estructural (VI):

y .
e i r—

.
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N\ S ‘{—_:
R1 | Z N/> \—/>_

o una sal de éste, en donde:
el anillo B se selecciona de:

N o
Tpen I

S N

R! es un grpo de solubilizacion.
21.  Una composicién libre de pirdgenos que comprende un compucsto de una
cualquiera de las Pelvindicaciones 1 a 20, o un sal farmacéuticamente accptable de éste
y un vehiculo.
22. Una composicion farmacéutica que comprende un compueste de una cualquicra
de las Reivindicaciones 1 a 20 y un vehiculo farmacénticamente aceptable.
23. La composicion farmacéuntica de la Reivindicacién 22, que aderss comprende
un agente activo adicional.
24, Un méiodo para el tratamienio de un sujeto que sufre de, o o susecptible a,
recistencia a la insulina, cindrome metabélico, diabetes, ¢ complicaciones de éstas, o
aumentar la sensibilidad a la inculina en un cujeto, que comprende la administracion al
sujeto en necesidad de éste de una composicion de 1a Reivindicacién 22.
25. El mélodo de la Reivindicacion 24, en donde dicho compuesio anmcnta al
menos una de: ¢l nivel o la actividad de vna proteina sirtuina.
26.  El método de la Reivindicacion 25, en donde el compuesto aumenta la actividad
de la desacetilasa de la proteina sirtuina.
27. El método de la Reivindicacién 25, en donde la proteina sirtuina es una proteina

de mamifero.

L
4
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28.  El m#todo de la Reivindicacion 25, en donde la proteina sirtuina cs una SIRTI
humana.
20 El mélodo de la Peivindicacién 25, en donde el compuesto no tienc

apreciablemente una o mac de las cignientes actividades: inhibicién de la PI3-cinasa,

inhibicién de la aldorreductasa, inhibicién de la tirocina cinasa, tranzactivacion de la
EGFP. tircsina cinaza, dilatacién coronaria o actividad espasmolitica, a concentracioncs
del compuesio que son efectivas para la modulacién de la actividad de desacctilacion de

una proteina SIRT1 y/o proteina SIRTS.
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Resumen
Se revelan novedosos compuestos moduladores de cirtuinas, ademis de métodos para su
use. Log compuestos moduladores de sirluinas pueden utilizarse para el auracnto del
ciclo de vida de una célula, y €l tratamienta /0 prevencién de una amplia varicdad de
enfermedades v trastornos que incluyen, por ¢jemplo, enfermedades o trastornos
relacionados con el envejecimiento o el estrés, diabetes, obesidad, enfenmedades
newrodcoencrativas,  enfermedad cardiovascular, trastornos  relacionados con  la
coagulacion de la zangre, inflamacién, cancer v/o cricic vacomotora, asi como
enfermedades o trastornos que ce aliviarfan con el auraento de la actividad
milocéndrica. También ze revelan compoziciones que comprenden un compucsto

nmodulador de las sirtuinas en combinacion con otro agente terapéutico.



PATENT COOPERATION TREATY

Froim ihe INTERMATIOHAL SEARCHITIG AUTHORIT _ , o P CT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

Roston, MA 02110
ETATS—U’NIS D’ AMERIQUE

(PCT Rule 44.1)

THE INTERMATIOMNAL SEARCH REPORT AND
THE WHRITTEN CRINION OF THE INTEFNATIONAL.
SEARCHING AUTHORITY, GF THE DECLARATION

756

l

Date-of malling
(day/month/year)

02/04/2009

Applicant’s or agant’s file re er;rq-:-a

SIRT-035-WO1 ‘ ‘ ’ _ o FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 arn:l. 4 bhalow

International application Mo, ‘ Intemational diling Jate
POT/US2008/007776 _ (caymonth/yezr) 20/06/2008

Applicant

SIRTRIS PHARMACEUTICALE, INC. 4

1. E] The applicant iz hersby notifisd that ihe international sezrch raport and the writien opinion of the International Searching
Authiority have been eslablizhad and ars iransmiitad harewiib,
Filing of amendments and statement under Article 19: . )
The applicant i3 anified, if he 2o wishes, (o amisnd the claims of the Intarmational Application (see Rule 46):
When? Tha titns limit for filing such amendiments is normally two months from the date of fransmitial of the
© International Search Report. : .

Where? Dirscily o the Intermaiional Egraan of WIRD, 54 chemin des Colombettes
1211 Gencve 20, Switzarand, Fascimils FHo.: (41-23) 236.62.50

For more detailed instructions, 38a ths notes on e socorpany'ng sheat.
2. D The applicant iz heraby nadified that ao intarnational ssarch rapon will be o sstablished and fat the declaration Lnder
Article 17(2)(z) to thad effect and the writker opinion of the Intsivaiional Searching Authority are iransmitied herewith.
2. D With regard to the protest aJalnoi payraznt of (zu1) addiional fex(s) undsr Fule 40.2, the applicant iz notified that:

the protzst tagether wiih tha decision tlu,rcun fae besn ransiiiied 1o the Iniemational Bureal. ‘ogether wiih the
apphmn ; regpuast W fotward the le:is of bol the prodest and this dacision fhereon to ihe -J‘:sunakdl niices.

l ne decision has basn made yet on the protast; 2 applicant will bs notiad as s00n as a decizgion is mada.

4. Reminders

Shawtly afier & piration of 18 months ivom the pricriy daie, tha intemationsl apph ation will ba published by the
International Burcau. f the applicant wichas @ avoid or pazipung publication, a noise of withdrawal of the niermational
application, o of the priofity ckem, must rzach ths intermational Bureau ag providesd in Rules 906is.1 and 90bis.2, respeciively,
befora the complation of the technics! plb[)aldll(.!ll; iof Intermational publication.

The applicant may zubnil comments on an infarnzl bazlz on the wiifien apinion a0 s Inizrmnational Sewrching Authorily 10 ihe

Intsmiational Bursau. The Interrationgt Buread will sand a copy of such comments w all dasignated Oifices unless an

InfC‘rn'ltvonaI prefiminary exarmination raport has bizen or is to be s=lablishad. Thess comments would atzo be miade avaiable o
13 public BUt nal before ths expiraiion of 30 msnthz from the priorily daia,

© Wiihir 19 months from te priorly datz, butanly in @zpect of some designated Ofiices, & demand ior iniermational prelirminary
examination must ba filad if the applicani wishaz o p pane e eniry info the faticial phase until 30 months fiom the priotty
data (in zome Oifleas evan Jater); sihenvise, iha applican s, withite 20 wenths irori the priosiy date, perfor ihe prescribed
acts foc entry indd tha national phaze beiors thoss designated Dffices.

In réspect of sther designaied Offices, the ime limit of 30 months (or baiar) will apply evern if no demand i< iiled wiihin 19
months. ’ ' :

Bee Ihe Anfex io Form FCT/ER W01 and, for dataits about the Applu able time limlis, Ciiiice by iiice, ase thi FOT Applicani’s
Guida, Volume 11, Plational Chaptsrs unlllhu WIPD Intervat site.

| Mame and mailing addreas of tha In iemalionél E‘-elarching Authority | Autharized oiiicer

T e Eurnpean Patent Ofiice, P.B. 5215 Patenilaan 2

RL—2280 HV Rijswijk Chantal Gottaxr

Tal. (+31-70) 340-2020, Tx. 21 651 epo nl,
W Fax: (3 1 =70) 340-3 me

Farri PCT/SASL 'Cb (Ddolar 2005 : ' Lae noies on accompanying shect)
h _ P

‘ ,gt o

e mm

' e mmamsate

i

T e



- NOTES TO FORM PCT/ISA/220

Theze Hotes are iniendad 10 give the baslc Inzinctions concerring fha filing of amendmiznia under arficle 19, The
Holas arg bazsd on he raquirsmants of the Petent Cooperaiion Traaty, the Regulaiions and he Administeaive Inatinctions
urder thai Treafy. |o case of discrapancy betwesn thess fotes and those racquirsmants, 1he latter are ap|; cable. For mare
detalled information, zee also thé AT Applicani’s Sulde, a publication of WIRO. )

a

In theze ! lotes, "sricle”, "Fule”, and "Seciion” veiar to the provisions of the PCT, (he PCT Regulationg and ihe PCT
Adiministrative Ingtructions, respectively. o

IEJSTRUCﬂONS -CONCEFINING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

= e nternational zsarch saport and he written opinien of the Internationat
nend thae dairns of the insmational application. ¥ shauld howsver bi smphasized
dezcription and drawings) ray be amended during the

The applicant has, aftar aving recs
Saarching Authority, one opporiunity o2
that, sinca all par's 5f the inksrmational application (Uaims
International prefiminary 2vamination procedure, thisre iz uzually no nead o fi naments of the claims undar Article 19
avcapl where, £.g. he agplicant ws ahter 4o ba published for he purpozes of provisic il protection or has another
reaszon for amending the dzims befare intemational publication. Furinasiore, it should be emphasized that provigional
protection |s avallable in 20ma Slates only (sem PCET Appdicani’s Guide, Volune VA, Anneses B1 and B2).

The atizntion of ths applicant is drawe 10 the faci that amendments o the daimg under Ariicls 19 are not allowed whare
the International Searching Auihority has declarsd, under Addicle 17(2), that no international search raport would be
edtablished (s&6 FCOT Applicant's Guids, Volume /A, paragraph 298). - : o

What parts of the International application may be amended?

“Under Aiticls 19, only the clainz may be amandad. .

Diring the iniernationaf ;:-Ila;é, thes claiiiig ragy @lso be armended (or furiber smended) under Articla 34 before the
International Preliringry nining Authority, T 25cripiion and drawings may only b amended under
Articla 24 batore the nternational Examining Authiority. ’ i ’

Upon entry int the national phazs, all pari: of the ntsmational applization may be amendad undar Article 28 or,
where applicable, Article 41. :

When Within 2 monthe from the dats of ransmitial of the intemational zeanch report or 16 monihs (rom ihe priority date,
‘whichever ime limil expires later. B should be notad, hawavar, ihal the amendmeants will ba conzidered as having
been received on tirma Ii ihay a6 received by the Intsrmational Bursan 2fter ihe evpiration of the applicable time
fimit but bisfors iha complation of the teahinical prepacaiians for inismational publication (Fule 46.1).

Where not {o fil: th: amendments?

The amandmanis may only L filsd with 1he Internatidnal Burcay and noi with the ssoaiving Offiva or the

- International Searching Auhaorlly (Fule 46.2). :

Whans a demand for iniernaﬂdnul‘|:nrelimir'nary evamination has baeniz filed, s2e below,

How? Elthar by cancalling one of mor2 entire claims, by adding cne or mor2 new claims or by amznding the text ofone
or more of the claims as filed.

= subritied wor each shaai of e claims wiich, on account of an amandmant of
shaat ariginally filad.

A replacemant Shaet must |
amencmsnts, difiers from this

- All the claime appearing an 2 fep criEnt Sheet most be numberad in Arablc numersls. Where a claim is
cancelled, no renunibering of the oihar claime is raquired. In all cases whare claims are renumbered, they must be
* renumbersd consecutively (Saction 205(b)). ‘ o

The anwendments must be made in the language in which the international application iz to be publishcd.

What docuraents inusthnay :n-:c:on';pany the amendments?
Letter (Section 205(b)):
The amsndmenis must b2 submitted with 3 ksiter,

The hstisr will not be publishad with the Intsmaiional applicaiion and ths armandzad claims. 1t should not be
confuzed with tw "Statsrinant uncer Aricls 19(1)" (s3e below, under "Slatement under Articie 19(1)%).

The leiler must be in En'gliAshv or French, at the choice of the ::ppll.:hnt. However, if the language of the
international application is English, the letier most be in English; if the language of the international application
is French, the letter must be in French.: ' ’ ' ' : ’ :

I
REE
L
T
i
. i
I ‘w ﬂ i
t ;h ‘ ;r‘
i jlé‘ 9
; fk}, :

¢

Toles to Form FOTASA/ZZO (fivst sheet) (Dobuber 2005)




NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued) -

Tha letier must indicais the difisrences betwasn the claims a3 filed 2nd the claimz as amendecl. It must, in
particular, indicats, in connedction with 2ach claim appaearing in the Internztional application (it being understood
that ideniical indications concarning saveral claims may be glouped) whether

() the claim is unchanged;

() the claim is cancellzd;

(i) the claim is new;

(iv) the clatm replaces one of moie claims as filed; _
(v)  the claim is th result of the division of aclaim 2s filed. S it

T The follawing eairples illustrate the manner in which amendmerits mivst b explained in the
accompanying letter:

& H1]:
e NUMbErs;

1. [Where originally ihare wers 4 C' claims and 23 smendment of sone clains there a
"Claims 1, b 29, 21, 32, 34, 35, 37 w0 48 replaced by amsndad claims bearing the s
claims 50, ..', alum- unchangaed; New i lmm« 49 10 51 added.”

[

[WhFlG uruglrwlly there were 15 clainig and aftar amendingnt of all dlaims tl.am are 11):
“Clairns 1 1o 15 replaced by amendsd claims 1 to 11"

[Where o iginally thers weins 1 clabms and ihe amendments conzist in czncelling sore claims and in adding
new claimsj: .

"Chaimz 1 10 & and 14 unchangsd; dhaims 7 19 13 cancelled; new clains 15, 16 and 17 adaded.” or

“Claims 7 1o 13 cancelled; new claimz 15, 16 and 17 added; all other slaims unchangecl.”

%)

4. [Where various binds of amendmants are mada): :
"Claling 1-10 unchanged; claims 11 80 13, 18 and 19 L-nr-r,.-lled claims 11, 15 and 16 raplaced by an'lundc’d
cl'um 1‘ clairn 17 subdivided ino amcndbd clcum 15, 16 and 17, ncw (,I»'mut 20 and 21 added.”

“Statement under article 19(1)" (Rule 46.4)

The amendmenis may be acovmpanisd By a stalemendt 2aplaining iha amendimeniz and indicating any impact ‘3
thiat such amandriesnie might hava on the description and the drawings (which cannot be amended under Article 19(1)). 'g

The statemant will be psblishad with tha inic reational applicaiion and the amended claims.
It must be in the language in which the intemational application is to be published.
Itz be brief, not exceading 200 wards If in English orif translated into English,

it shoukd not be conlused with 2nd doss st replace we lebar ndive ding he diferences batwaen the cairs as filed
and as amendad. Itmust be falnsd on a g3paraie sheel and must be idenlitisd as sucih by a heading, preferably by
using the waords "Staternént undar Aciclz 19(1).° : i

itmay not contaln any disparaging commanis on ihs Iniermaiional horeport or e relevancs of citations ‘ 1)
comained in that repori. Referenca o Citaiions, relévant to 2 given claim, containsd in the intermational search
repart may bz mada only in connection wnh‘jn amendment of that claim. NE

Coriscquence.if a demand for internationat preliminary examination has already beer filzd

I, at the timz of filing any amendments and any accompanying siaterneni, undear Arliclz 19, a demand for

internzdhon ) pee lininary examination has alre;ady barn submitiad, ths applicant mus! preferably, at the time of |

flling the amendrments (and any staiement ) with the Iiermztional Buraaw, alzo itz with tha Iniemational .

Preliminary Exariining Authority & oopy of zuch amendmants (and of any statament) and, wihers required, a l :
i

irf'nam:o:. of zuch amendimnenis for tha picEcure beiore that Authority (zee Pules £5.3(2) and 62.2, ficst
sentence). For hariher information, £3¢ the Toies o the deinand form (PCTAREA/SQT).

- i & demand for inlsrmationsl praliminary 2xaminalion i3 mads, ihe written opinion of the: International Searzhing
Auibearity will, e=cepl in Garuir -5 witdre Ihe Inbamations! Prefiminary Examining Avthority did not act as
Intarnational Searching Authority Jnd where it haz nalified the nlernational Burzzan under Aula 66. 1bis(b), be
conslderad to be & writlan opinion of the Intsmaiional Preliminary Eyarmining Authority. i x dermand is made, the
applicant migy submit ts the Intarmational Pldimiuany'Dnn-ininq Authority a reply 0 the writien upinion together,
where appropriats, with amaidimsnts baiore e sxpitation of 3 rmonihz from he daie of mailing of Form
PCTASAZZ0 on Eelore the @eplraiion of 22 monih from tha pricrily Jaie, whichver expires later (Rule 138is.1(c)).

Consequence with regard L translation of the international application for entry into the national phase f i;
}

i

1
The applicant's atiartion is drawn io tha fact theat, upon sty into e national phase, a translaiion of the claims as ," .
amendad under Articlz 19 may have 0 be jumished to ihe designated/alected Qfices, instead of, or in adclition to,
this translation of the claims as filed.

~ For further details on the requiremenis of each designaied/elecied Qlice, see e PCT Applicant's Guide,
Volume |l.

Plotes i Fom POTASAMED (second sheet) (Cainber Z005)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anticle 12 and Futes 13 and 44)

Applicant's of agent’s fils referznce FOR FURTHER see Form PCT/ISAZ20

D atians

of a wan:

ion of tie Intsrnational application imo , which is the fanguage

on fuimizhad for tha purposes of ntemational search (Pulss 12.2(z) and 22.1(b))

Thiz international search report has bean established taking inio account the redification of an obvisus mistake
authorized by or nodficd b3 this Authordiy undsr Ruk: 91 (Rule 42.66i5{a)).

L.
“With regard w any nuclzotide and/or amine acid sequance disclozad in the intemaiional application, sae Box Mo. 1.

Certain claims were found unsearchable (Sze Box: No., 1I)

oo

[$34
E

Unity of invention is lacking (582 Box No 11

4. With regard 1o the title,
[] thetestis approved as subritied by the appliant
) the 3=t hasz basn establizhad by thiz Authonity ic read a2 follows:
SIPTUIN MODULATING THIASOLOPVRIDINE COMPQUNLS

5. With regard o 'the abstract,
the fext 13 approved as submittad by the applicant,

. D the text has been established, according 1o Rule 23.2(b), by thiz Aathadly as it appears in Box Ho. 1V. The applicant
may, within one month fror the dats of mailing of his international search réport, submit comments Lo this Authority

6. With regard to the drawings, ‘
a. the figurs oi ths drawings 1o be published with the abstract iz Figure flo. ‘ .
D as suggestad by the applicant
l:l as seleciad by thiz Auwtnanily, because the applicant failed o suggest a figure
. D ~as selecied by thiis Authority, bacause this figure better charactarizes tha toveniion
b D nong of Gha figuras is o be publizhed with the abstract

o
1
- P as wall as, where applicable, itam 5 below. -
| sTRT-035-WO1 ACTION aswellas pp v |
| International application {lo. : Iniarational filing date (day/monthyear) (Earliest) Priority Date {day/month/year) )
POT/US2002/007776 _ 20/06/2008 20/06/2007
Applicant ’ a ' i
SIRTRIS PHAFRMACBUTICALS, INC. |
Thig intermational seanch repor has been preparad by this Intefmationad Reacching Zuthority and is ransmittad io the applicant : }:
“according o Apicke 10, A copy iz baing ransmiied 1o the Intemationsd Bureau. i
This internaiional search rf;p'or! consists of a toial of 5 gheets,
@ i ats scoompanisd by & copy of aach prior ari docornant cited in this report.
1." Basis of the report ) : .o ) :
a. With regard o the language, ihe inlernational search waz cartied aut an the bagls of: :
ihe invsmaional applicedion in the language in which it was filed t“

3
'

Farrn POTASAZA0 (iirst shest) (April 2007)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International applisation No

PCT/US2008/007776

CLASSIFICATION o 'l' FUEJECT MATTER

INV. CO7DE1J/04 A1k .1/4 7

AGIP=/10

B. FIELDS SEARCHED

Ar:éording 10 Inlernational Patent Clazsification (IPC) or 1o both national classification and IPC

Minimuri docurmentation searched (dassification eystem foliowad

Co7D Ablk AB1P

by Hazsification symbols)

T Documentation searchad cther than mwinimuri docurnamation o the exient that such dosurmsniz are included in the fields searched

EFO-Internal, WFI Data,

Electronic data bag: conzulted during thz intemationat szarch (name of data bass and, whare praciical, search terms nged)

CEETLSTEIN Dsba,

CHEM ABS Dsta

. BOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

DEUTSCHLAND [DE];
STENGELIN SIEGFR)

SCHWINK

claims; compounds 44, 62,
A WO /OOF/JHO.4 A (VERTEX

MICHAEL R [UZ]; MARTINEZ-
[UST) 27 October 200% (20
claims; table 1; compound

22 February 2006 (2006-02-

Catagory® | Citation of document, with indic:_dion, whara appropriats, of the ralevant passages Pelevant to claim Mo.
X WO 2007/019556 A (BIRTﬁzs'PHARMACEUTIcAL: 1-11,
ING [UZT; NUNES J0SEFH O [Us]; MILNE JILL 21-29
[U51) 15 Febru ary 2007 (2607-02-1%)
claims 1-120; %able 4; compound 732
A WO Z006,/012250 A {SANOFT AVENTTIS 19--29

LOTHAK [DE];

23)
6

FHARMA [US]; HALE
EOTELLA GARRIEL
05-10-27)

S I 7

'I.t/ ,a_]._ 'Q

[:] Furher docurents 25z lsied in the  continuation of Box C.

Zee patent family annex,

* Special categorlas of clted documents :

A desumsnl defining lllO general state of the ait whh,h s not
congidered {o be of parilcular relevance

*E" earlier docurnent but published cn or after the: intemational
filing date

L document which riay threw donbits on prionly claim{z) or
wihilch is ciied 10 estailish the publication date of another
cltation or other special reason (25 specified)

*Q* document referring 1o an oFs Al disclosule, use, exhibition of -
other meang

Pt documerd published prior o the imurnauonal filing date but
later than ihe priotity dale clalmed

“t* later document published after the international liling date
or ptiority date and not in conflict with the application but
cited to undetsiand ihe principle or theory underlylng the
invention

'+ documient of paticular velevancs; the clalimed Invention
cannat be considered novel o cannot be considerad to
involve an inventive step when ihe document is taken alone

*Y* document of particular relevancs; the claimed invention
cannot be considered o involve an invenlive step when the
documeant is combined with one or mare other such docu—
ments, such combination being obvious to a person skilled
in the art.

'&" document member of the sarae pateit family

%

AT

Date of the aciual completion of the iniernational search

11 March 2009

Date of mailing of the interinational £xarch repoit

Nz/04/2009

Mame aid mailing address of the 154/
Curopian Fatenl Oifice, P.B. 6518 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (4131-70) 340-2040,
Faa: (+31-70) 340-3016

Agthorized officer

Forin PCT/ISA/210 {sacond shact) (April 2006) -



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT | PCT/U52005/007776 o

! i

Box No )l Observations where certain clainis wers found unsearchable (Covtivuation of itein 2 of first shoat) I Eh :
P .
[ ‘]’

Thiz infernational s2arch report kas noi been eaiablishad in r33pect of ceriain clalms under Article 17(2)(a) for the following reasons:

[:] Clcumb Nus

because hay relate 1o subject matler foi quulrﬁ l 10 b ezarchad by this Authority, narwly

pas

it
wal, !
.2, D Claims Nos.: S
because they relata i parts of tha mtcrnahomt application that o noi comply with the presoribed requirerients Yo such
an gxient that i raganingful intemationsl search can be carftad out, Fpecifically:
I
3. D Claims Nos.: _ , : Wk
becauss sy are dependent claine and are nof draied in accordancs with the szcord and ihird 22niences of Fulz 6.4(a). R ¥
“Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 o first sheet)
This International Ssarching Authorily found muliijple inventions in thi¢ intemational application, as {ollows:
L o ' . . ) : l y
see ruld1’t1una1 sheet e S : ol
. ‘ o 1R
h‘\‘ i
i
1. A> all nﬂuuLd 4dduhu|1al szerch faes wara timely paid by the applicant, this iniermational seanch rgpor covers allsearchable
claims. S ’ ' : ' :
o N
z Ag all sgarchable claim: coutd be ceanchad withoai effort justiying an qu\Jltll nat feas, his L\mhunliy dld it invite payment of E" ‘
additional fees. ' I

h

D Az only same of the requirsd 2ddiionzl sarch fees ware tireely paid by the applicent, Wiz inlemational search repartcovers
oty thnze claima for which fe23 wans paid, specifically caims Mos.:

e
oy g

4. D Fho reguirad addiional seanh fees wars limely paid by the applicant. Conzzquaniy, this international search report is
realrichsa to the Invendion irst aizniioned in the claims; it is covared by slaima Mos.:

i !

Remark on Frotest The additional g2 arch fazs were acounpaniad by he spplican?s protezi and, where applicable, the
‘ payrment of a prolest fes.
The additional search ires ware accormpaniad by the applicant’z prolest but e applicable protest
{2 was not paid within the tirme limit specified in the invitation,

IE Ho prode st accompanied the payment of additional saarch fees.

Form FPLT/ISA/210 (¢ unimuau.)n ol 1irst Une:t( ) (Aprit 2008)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 3]0

This International Searching Authority found sultipls (groups of)
invention: in this international app11cation, as follows:

1. claims: 1-13 (each an|1~|e), 21-29 (ﬁakh in part)
compaunds (and related uuwaft maflwu) of Formula (II\ or
(IV)

2. claimz: 19, 21-29 (each in part)

compaunds: (and related subject- mﬂttb]) af Formula (V)
wherein A is 1,2-ovazol : o

3. claims: 19, 21-29 (each in Pqu)
compounds (and related Juhjw(f«m1tt~n) uf Formula (V)

whvle]n.A is pyr|u1~ o py1g4u1e

4. claimz: 19, 21-29 (each in part)

compounds - (d“d IC]N1Fd thJth*MAifwi) of formuta (V)
wherein A is furane

-

Cclaims: 20 (complate); 21—29 (each in part)

compounds (and related @ uIJth—maTtwr) o Turmu1 (V1) -
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

riiernational application No

PCT/US2008/007776

Patent docurment
cited in search report

Publicaiio
date

Patent family
miernber(s)

Publication
date

WO 2007010353

A

15-02-2007

200627550%
2006273504
2006273505
' AW AXN
2617557
2613760
2018369

cR18570

1910384

1910362

1910385
1909910
12107380
IpoakaEllz
20095031173

20n9503114 7
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ZN07019:45
2007019416
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‘DE
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WO
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24=-05-2007
37-12-2007
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31-03-2006
21-02-200n
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26-01-2000

[ ———
T
i

R

gt ’

Fomn PCTASA/210 (potent tamily annax) (Apnl 2005}

P—
e~
-y



PATENT COOPERATION TREATY

From the

ILITERHATIOHMAL SEARCHIN G ALTHORITY
To: . -

see form PCTASALD

© WRITTEN OPINION OF THE
IHTERNATIONAL SEARGHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing
(dayAnonilvyear). see form PCTASARZI0 (e2cond cheet)

e
-

Applicant's or ageni's file referznes
ge2 form PCTASALZO

FOR FURTHER ACTION

Sae paragranh 2 bslow

Intzrnational application | la.

PCTAYZZ00ED077TS 20082002

Inierpatiang {iling dale (Haysmonlfgsar)

Priorty date (deymonthirear)
20.06.2007

FIV. CO7DE1E04 AGTESTAIEY AGTPEA0

Inizmational Falent Classifization (1IPC) o both nadional cagsificaiion and IPG

Applicant - : : : o
SIRTRIS PHARMACEUTICALS, ING,

ORD BEO00R

This opinion containg indications relating o the fallowing items:

Box No. |
Box No. i
Boz Mol
Box Mo. IV
Box . V

Rasis of ths opinion

Prioyity ‘ .

{lon-2stablishment of apinion with regard to novelly, invenlive step and industrial applicability
Lack of unity of inveniion

Feazcnad staiement under Ruls 436iz.1(a)() wiih rzgard 1o noveliy, inventive step or industrial
applicability; sitations and explanaiions supparting such statement

By No, VI Certain documents cited
B Mo. VI

B o, VHL

Certzin dafectz in ihe inbsrnalional application
Cerlain obszrvations on the internationzl application

FURTHER ACTION

If a dermand for internaiional preliminary e-amination i made, thiz opinion will usually b considered to be a

" written opinion of the Intzrmaiicnal Fraliminary Examining Authority (MTPEA") excepi thal this dose not apply where

the applicani chooses an Authorily other than thiz oneg to be ihe IPEA and the chosen IPEA has notifed the
Intarnational Bureau urdsr Pule 66.16is(b) thal wiitizn opinicns of thiz Iniernational Szarching Authority
will nat be so considered.’ '

If this opinion is, as provided sbeve, conzidersd b be a wiiilzn opinion of ths IPEA, the applisant is invited to
submil io the IPEA 2 writian raply wwgziher, where approprizie, with amendmants, befors the sxpiration of 3 months
fram the daiz of mailing of Form FOCTASAL20 or bafore the sepiration of 22 months fror ihe priority cdate,
whichever expires later.

For furiher aptions, see Form PCTASAR20.

Forfurther details, se: notes ta Form PCTASALZZO,

-,

il .
e
il
: }‘ i

Namz and maling address of the iSA:

)

Datz o completion of Autharized Officer

this opinion

e Pt

+A9 §Y 2299-8088

Tel. 449 43 ;
Fau: 449 §9 2299 - 4465

Telephane Mo.

Form PCTASAZ2T (Cavar Sheet) (Spril 2005)
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"WRITTEN OPINION OF THE Iniermaiional application No. | |

"~ INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . PCTAS2006007776 ‘

\ .

Pitapit i

Box No.! Basis of the opinion

1. _Wulh regard to the Yanguage, this apinion has been sstablished on the basis of:

E] ;Iu, mw:uhuud applicalion in iz language in which it wis filed

. r

I

I olmnsl'tlon of the international application into |, which is the languaas of a rangiation furnizhad for the l
' zz of intzrnational search (Fules 12.3¢2) and 22.1 (b)), : l

O Thl'_- opinion hiay baen sl »I|~I|~|l Laking inlo account the reclification of an obvious mistake: authariz r=d
by or notifid o this Aulhority under Ruls 91 (Rulz 42his.1(a)) :

3 Wil regand 1o @_ny nucleotide andfor amino acid sequence disclozed in the nbsmational application and
©neceesary 1o e chainizd invantion, this opinion has been sstablished on lhr hasia of:

a. type of material

O table(s) related lo the sequance listing
'l':v.'format of matenal:
O on paper
O in alscironic form . !
c. time of fitingAurnishing: | |
L) containad in ltw iniernation al application as filed.
. nlz:u.i lugclhu watlu thw mlwrnamnal application in electronic form.
0 'fuml hedl uuhn.naqumlly 1 tln Aullmnty for the |»urpn;,c: of zzarch. o (0
4.0 ln a-J‘ Imun in the case thal miore than one viarsion o copy of a 5n_a-,|u::rn = Irtnng anclior able rels rn.q the |Ltﬁ :
has Been filed or foimisfiad, e requived slakemenis that the infarmation in fie subseouent or addiional L

COopis icl2ntical to that in the appllmhun a3 filed v does not go beyond the application as filed, as N
_appropriats, wers furnished

_5. Additional conmients:

Form PCTASA/ 257 (April 2007)




WRITTEN OPINION OF THE International application No.

- INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY FCTAISZ003007776
Box No; IV Lack of unity of invention

1.0 inrezponse o the invitation (Form l"l TASACOR) o pay additional fezs, Uu~ applicant haz, within the
apr»h able time lmut

=
0
)
a

[

Ddld al.lt.lltlnl‘Pl fres

paid ’ldrlnmna! faas undu- r protest and, whers applinable, the protest fee

pald additional fezs under proiesi bul ihe applicable prolest feae was not Jraic]

not paid additional fees

. [ This Aus Tiow ity found that ihe requirement of unity of invention iz nob complied with and chase not 10 invite

" the applicant 1o pay additional fees.

()

. This Authority considats Whan the raqguiremant of unity of invention in accordanece with Rulz 131,

O complied with

B not complied with for the following reasons:

see soparate sheet

I o :”‘I(_] 13.5 < 3‘ [

4. Conszquerdly, this reporl hag bien 25 tabslished in respect of the fllowing parts of the international application:

& all parts.

O the parts relating to claims Nos.

Box No. V

Reasoned stalement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelly, inventive step or

industrial applicability; cilations and explanations supporting such stalement

1. Statement

- Favelly (1)) Yasr Glims 1-13, 20, 24-29
No:  Claims 19, 21-23
inventive siep (12) Yes: Claims
No: Claims 1-29
Industrial applicability (1A) Va5 Claims 1-29

2. Citations &

No: Claims

nd explanations

see separale sheet

Form POTASA/ 237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE Intsrmationsl application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2008007778

Box Mo. VIt Certain defects in the inlernational application

Tl'ue'fbllc-wing defacts in the form or contants of e intemational application have been noted:

see separate sheet

Eox No. VIII Certam observahons on ihe mlumauonal application

The following U|’|'§F'IVJ1IUI'!.3 an thz G Ionty uf the lelrn‘" description, _m<l drawings or on e -]Ih: sticon whether the
claims arz fully sup 'Pull\-d by th‘. desc uptu M, AlE made

sw separate sheet

Form POTASA/ 237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
- INTERNATIONAL SEARCHING

PCT/US2008/007776

AUTHORITY (SEPARATE SHEET)

Re ltem IV
‘Lack of unity of invention

~. The application as filad iz cunsidersd 1o 1ach unity of invention sinoe its subject-matier
relates not o one but rather i0 6 separate inventions as follows:

1. Claims: 1-12 (@ach complate); 21-29 (each in part)

campounds (and related subjecl-matter) of formula {It) ar (1V)

P

Claima: 19, 21-29 (each in pait)
- compaounds (and related subjecl-matter) of formula (V) wherein Aig 1,2-crazol
3. Claims: 19, 21-29 (sach in part)

compounds (and related subjact-matter) of formula (V) wherein A iz pyrrale or
pyrazole

4. Claima: 19,.21-29 (each in part)
compounds (and related subject-matter) of formulza (V) wherzin A is furane
B GClaimz: 20 (complet), 21-29 (2ach in psrt)
cempounds (and ralated subject-mailer) of Tormula (V1)

These groups presantad in thie order chosen by the Applicant are not so linked as to
form a zingle general inveniive concept s raquirsd by Roles 181 and 122 PCT for the
foliowing reasons: ‘

The identifizd & inventions involve sirtuin modulating compounds having a

thiazolafs, L-bipyridin-2-yIphienyl-HH-CO-Baryl meiety 28 the zole commaon stractural

link. However, this structural feature cannot be accepted Lo conatiuie a epacial
fechnical feature beczuze it does not defing a contribuiion over the prior art az can be

Fonn PCTASA/ZE7 (Separats Shaet) (Shazt 1) (EP-April 2005)

J—
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WRITTEN OPINION OF THE Iniernational applicélion No.

INTERNATIONAL SEARCHING

' AUTHORITY (SEPARATE SHEET) | PCTUSZ00R007776

Lalen from prior art document WOZOOT/019346 (D1), wherzin sirtuin modulating
Cmompounds are deaaripad which show the same structural concept. In paiticular the

siructurally clozest compound 728 is of the type thiazolo[E,2-b]pyridin-2-ylphernyl-MHH-
CO-isuxazalyl-phenyl. - o

Thus the lechnizal problem underlying the prasent applicalion iz seen in the provision of

further giruin modulating compounds and the contiibutions claimed in the present

applications which are posaibly meade aver the prior a ara: -

1) the provizion of further siruin medulating compoundz by subslituting the izo-azola
P u f 8

ring in compound 732 of D1 with & siv-membered (het)aryl ring -

(2) the provizion of further siruin modulating cormpounds by retaining the isoazole ing
but introducing ather substituants on the parental structure of compound 752 of D

(3) the provision of further siruin modulating compounds by substituting the iscxazole
ring in compaund 722 of D1 with a five-membered hetaryl ring wherein all heteroatoms

“are N

(4) the provision of further girtuin modulating compourets by substituting e izoxazole
ring in compotnd 732 of 01 with & five-membered hataryl ring wherein all heteroatoms
are O '

(5) the provision of further sirtuin modulaling compounds by subatituting the izozazole
ring'in compound 722 of D1 with a five-membarad helayt ring wharin all hetzroaloms
areNand S -

Theze conlribuiions, howaver, have nothing more in cormmon ihan each single of these
conbibutionz has in commaon with the meniicned prior art. In other words, starting from
D1 these contributions diverges in 5 different divection: and are, thus, nol so linked as to
form one single inventive concepl which would-support unily of the inventinn,

In the following an opinion is given only on the subject-matter of invention group
1, i.e. compounds of formula (1) and (1V). ' | '

ReltemV -

Form PCTASA/227 (Saparsie Shast) (Sheet 2) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE

International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) _

FCT/US20058/007776

'Reasoned slatement with regard to novelty, inventive step or industrial-
applicability; citations and explanations supporting such statement

1

~ .~\.‘ r
. v-/
)

-

[y}

 However, compound 73
claims of D1 tales away the novelty of claim 19, fnormula (V) wherein A = crazole

The present application is direcizd o thiazolo[5,4-blpyidin derivatives a5 sirain

Umcdulating compounds for the reatment of 2 variety of dizdrders inding
- digbetes, insulin resistancs or metabolic syndrome.

Claims 24-29 relate to subject-malter congidered by this Authotily 1o be covered

by the provizionz of Fule 39.1(v)/67 .1 (iv) PCT. The patanlability can be
dependent upon the formulalion of the claims. The EPD, for =xaniple, doss not

Crecognize az patentable clrims o the vee of & compound in medical treatment,

but may allow claims to a product, in particular substances or cormpositions for use
in-a first or further medical treatment.

Reference is made (o the fellowing dosumants: :
D1: WO Z0a7/012346 A (SIRTRIS PHARMACEUTICA S NC) 15 February 2007

SOz WO Z2006/018250 A (SANOFI AVEMTIS DEUTSCHLAND) 25 Februzny 2006

D2 WO 2005100342 A (VERTEX FHARMA) 27 Oclaber 2008

Art. 23(2) PCT: The formutas (1) and (V1) of independent claims 1 and 20 appear
to bz a povel selection of the compeunds dizclosed in the compound claims of D
gince D1 does not dizcloze apeific thiazolo[5,4-blpyridin compounds featuring the
spedific combination of subshiiuenta given in presenl claims 1 and 20, 2. the

- bi(hat)ary! group which is altached o ihe amide carbonyl group. The compound

claimz 1-12 and 20 appear o be novel by consequencs (remark: zome of the
compounds of D2 and D2 show such an bithedaryl moiety bul 1acl: the

- thiazolopyridine system).

ol 01 in combination wiih the conszsponding campound

(KX}

and Rt = H. Consequenty, the compaosition claims 18-12 of D1 also take away the
novelty of present claims 21-23.

All Z3(5) PCT: The closast prior arl iz representad by DT, whearsin zirtuin

- modulating compouncls are dezcribad which show the same struciharal concept. In

Form PCTNSAZ2T7 (Reparaie Shest) (Shizet T) (EF G-Apiil 200%5)
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‘WRI'.ITEN OPINION OF THE : International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING . ‘
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/USZ003/007776 S
: N
particular the ztructurally clogest compaund 722 i3 of the iype thiazalo]s,4-b}- ‘
pyridin-2-yl-phenyl-NH-CO-iso-azalyl-phanyl In view of clozest prior art docunznt }E "‘;
Hoy

D, the problem b be solved appears o regide in the provizion of furher sirtuin-
-madulaling thiazalo[5,4-Li-pyridin compenncds for the reatment of .. diabetes,
inzulin resistance ar matabolic syncrome.

In accordancs with the graups (1) - (§) givan under ilem 1V, the folawing
- contiibulions claimed in the prezent applications were madks by the praaerntly e
slaimed subject-matier L solve the abovemsntionad problam: 1
Starting from the thiaz zoln[5,4-b]-pyridin compound 732 of D1 further siruin
modulating compounds were provided by substituting the izoxazole fing with
(1) a six-membered (het)aryl ring,
) a differently substituted iza-azols ring,
2) a five-membared hetary! ring wherein all hetsroaloms are N,
1) afi
)&

va-mambared hetaryl ring wherein all heleroatoms gre O or

a five-membeared hetaryt ving whersin all heteroatoms are M oand S.

Howsavar, since the presenily claimed compounds of groups (1) to (5) all ara
completely encompazzsed by the scope of the compoundz of DT, they represent 2 L
seleclion of the compounds disclosed in the compound claimz of D1, ! i

Thus, the different solutions proposed L.y the Applicant being the lJl(hru aryl iy
groups attached to the amide carbonyl group given in prasent farmulaz (1), (1IV),
r\31\

(V) and (V1) iz already disclozed in U1 (see definition of R7). The mera chaice of
Czpacific compounds within a group of compounds known far the zame

pharmacological activity cannot be considerad inventive per se sincs if it is an o
arbitrary chioice. If the Applicant conziders the prezent asbzclions to be a I lr 3'!
purpozive ong, he should have ircluded further information and argumentation in ! ,‘!‘ ;"!’
arder to demonstrale an une-pected effect, e.g. a betler inhibilion activity for

embodiments of sach group (1) ta (5) over the closeat prior art. Mo comparative
imatz which would supporl the invelvemeni of an inventive sl have yat been
provided in the pregent description. Thus, the present claims ara not invenlive.

: | -
Furthermaore it is noted that, the Applicant may be enitled to claim all obvious “f .??
: - . : . . P . - ~ o
modifications of what was describad (Guidelings -1, 5.2). Bul an operi-aried i ‘

Form PCTISAIZZ7 (Separate Shzat) (Shoat 4) (EF‘C.'-.A,GriI 2005) . : L ‘ ]



'WRiTTlEN OPINION OF THE ‘ International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) ‘ PCT/US2008/007776

DaPe?

vz like "3‘:’I|,|bili:ing.gr-:»z.uf:»" as uead thronghout the claims of the present
-application iz, however, apeculative in the zense of Arlicl2 33(2) PCT: Lincludes a
great variely of atructural peesibilitiss ot yed eplored by the applicant, the affect
of which cannot be foresean having regard 1o the problem undzrlying the present
Jnvention. Such a non-limiting term as cited above inchidas
-chemical groups which are structurally 203 remote from those of thez examples
thal the activity of molecuie: comprizing them cannot be predicted within the limits
“of qualitative structure-activity-relaiionship congiderations

- mulageni«:; and/or toxic groups g :

- known pharmacophoric groups with the same o a comnpletaly differsnt activity
which lzads 1 hybrid molecules or bio-conjugates the actual biclagical activities of
which are unpradictable, o

el it cannot be foresesn, whsther these molecules have o be considared obvious
“modifizations of prepared and tasted e-amplez or provide @ alution 1o the
problem at all. ' ‘

£ The aubject-malter of the present claime 1-29 iz industrially applicable and thus
fulfils the requiremeants of Ardicle 33(4) PCT.

Re ltem ViI :
Certain defects in the international a‘pplication

The raquirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT are not mat since the most relzvant

Packground art D1 has not been ideniified in the description.

Re ltem V1
Certain obse_ivations on the international application

Form PCTAZA227 (S3paais Shesi) (Shest §) (EPZ-April 2005)
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Iniernatioral application No.

F‘(' T/US2008/007776

The term "zubstantially” used in f.‘.laim 23z v «Jm and unclear and leaves the

reader in doubt ag b ths meaning of the iachnical F2atures which it refers,

thareby rendering Lht‘ d-:‘fltllllull of Lht-‘ lejv;l_l mrutr— nf &'.mi claim unclear (Art. 6
PCT) ' '

T.I'\e perm "solubilizing group" employed in the product claims should have been
precisely riwflnml tht~n~n| 1o fulfil the |«~qunc:mwut of Art. 6 P(‘T

Claims and de-ulpllun —ue not i z.lu_.llltldl‘ll = with BAGH ﬂlhl-'l, as raquested by
Arl. & PCT, zince the scope of the Ju-u;» "all: yI" A defined in the description is
broader thm the skilled reader would ewpect it o be whn reading the ame term

- inthe claims (this reader would understand this term o degignaia straight or

branchiad, but rot cyclic I’.ycil'r:nuzal’t.pn gl'QUpS).»

-~

The term "Iowm usedin e laim 1 u—ndpn'« ihe = wpe of this claim unclear,
particularly in the upper imit of lh carbon number (An 6 RPCT).

Form PCT/ISA/23T (Separate Shead (Shesi o) (EPC-April 2003)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intaernational application No

FCT/USZ008/007776

. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

%NV. Co7D513/04 A61k31/437 AG1P3/10

Acsarding to Internationz] Patent Classifization (IPC) of 1o both nitlonal classhisatlon and IFG

B, FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searcher (claseificailon system followad by clacsifiz<lion symiboks)

CO7D A61k A61P

Dasumsntation ssarchod sther than minimun documentation 1o the evient that such documents ara nchided In the flolde s sarched

Etactranlc data baze consulted during thz internaticnal sech (W23 of Jabs bass and, whare praclicsl, zearch tarms uszd)

EFO-Internal, WPI Data, BEILSTEIN Data, CHEM AR5 Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categary® | Citatlon of doowacni, with Indication, whi s apprcpiale, of the relevant pa3zaner . Aslzvant to Aairn No.

X WO 2007/019246 A (SIRTRIS PHARMACEUTICALS
INC [US]; NUNES JOSEPH J [US]; MILNE JILL
[US]) 15 February 2007 (2007-02-15)
claims 1-120; tabls 4; compound 732

1 =

-18
-0
“

1

DEUTSCHLAND [DE]; SCHWINK LOTHAR [DE];
STENGELIN SIEGFR)

23 February 2006 (2006-0z-23)

claims; compounds 44, 62, &6

MICHAEL R [US]; MARTINEZ-BOTELLA GABRIEL
[US]) 27 Octobar 2005 (2005-10-27)
claims; tahle 1; compounds I-7

D~

A WO 2005/013220 A (SANOFI AVENTIS 19-29

A WO 2005/100342 A {(VERTEX PHARMA [US]; HALE 19,21-29

D Further documents ars itz Inthe o ntinuatlon of Boy C.

&2 patent family anne,

* Spedial catsgaries of dizd documents :

A" docnrment defining the genzral state of tha at whicl is oot
eohstdered to be of parllcular slavancs

'E* errlier documznt but published on or aiter the Intsim ational
filing ciate

'L* documient which may throw deubts on rrlorlty Sl=zin(z) or
which iz clted t 2stablish the publication dals of anothar
citztlon or other spacial rzasan @s spachied)

*0" documant rzferring to =n cral disclonura, use, cviiblion oF
oiher means

*P* documem published prior to the Intarnational filing date but
later than the priority date claimod

T later documeid pubiished aficr the Internation2l fling dato
or pidorky dzfe and not In conflict with the application but
cltao to underatand the principls or theary undarlyng the
fnvention

*0 documant of panicular relevancs; the claimed invantion
cannot be congldared noval oF cannot be congiderad to
Invrdva an inventive step when the document i taken alone

= documant of particular relavanes; the claimad invention

cannat bz conzlderad toinvolvs an inventive step wisn the
document i combinzd with one or mora sther such docu-

ment3, sieh combinglion being obvious U 2 perzon slillsd
in the art,

*80 dhacument merbar of the same patant family

Date of the actual cantdation of tha International sz arch

11 March 2009

Daic of malling of the Wz matlonal search report

2/04/2009

Hamz and malling address of th: 154/
Eurapsen Palent Difics, F.B. 5310 Patertlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel (+31-70) 340-2040,
Faw: (131-70) £10-3015

Authailzad oiiicer

Stroater, Thomas

Fomn FOTASA/210 (ezeend shezl) (April 2005)
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BoxMo.ll  Qbservations where cartain claims were found unsearchable (Continuation of itom 2 of firct zheet)

Thig Infarnetlonal e3wch report has ned been axlablishad In respect of certain claims undsr Arlisls 17(2)(=) o the ollowing reasons:

1. D Claimis Nos.:
because they ralaté 10 aubjsct matiar not requirsd to be searched by this Authority, namaly:

2. I:I Clalms Nos.:

beczuze they ralaie (o parts of tha itamadonal application tfivat do not cormply with the preccibad require ments to such
an gxtznt that no meaningful ntsmational ssarch can be carded owl, spaciically:

3. D Cladms Nos.:
bazause thay ara dependant claimz and are not drafted In accordance with the sesond and third sentzness of Fuls 5.4(a).

BoxHNec. Il Observations whare unity of invention is lazking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Internztional Saarching Autharliy found mulilple inventions In this intsrnational appllcation, as isliows:

see additional sheet

1. Az all reguiied additionzal search faze wers timely pald by the 2pplicand, this intemational 2earch raport sovers slizsarchable
claims.

2, D Ag all cearchatle clzims could be searched without sffork Juztifing an additional fees, this Autharily did not invits payment of
additional fees.

2. Az only sorie of the requirad addiional zsarch f2es ware Uimely pald by the applicant, this international scarch reportcovers
only thass clairs for which fees were pald, spedifically dalms Mos.:

4. D ro required additional search fees wera timely pald by tne apicant. Consgauaniy, thiz Intarmational szarch report 15
raztriciad to the invention first reantloned In the dalis; It 1z coversd by claima Hos.:

Remark on Protest The adidiional earch fxes wars accompaniad by the applicants protest and, whets applicebls, he
payrent of 2 protest fee.

Thi addittonal gearsh f2a3 were accorapantad by the applicants protest but the applicable protest
fee was not pald within tha time Imit spacified In ths invitation.

[] o proteal sccompaniad the payment of acdditional saarch fees.

Form POTASA/ZAO (pontinuation of firzt shest (2)) (April 2005)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-18 (each complete); 21-29 (each in part)
compounds (and related subject-matter) of formula (II) or
(1v) '

2. claims: 19, 21-29 (each in part)
compounds (and related subject-matter) of formula (V)

wherein A is 1,2-0Xazol

. claims: 19, 21-29 (each in part)

(&3]

compounds (and related subject-matter) of formutla (V) -
wherein A is pyrrole or pyrazole

4. claims: 19, 21-29 (each in part)

compounds (and related subject-matter) of formula (V)
wherein A is furane

(&}

. claims: 20 (complete); 21-29 (each in part)

compounds (and related subject-matter) of formula (VI)
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AU 2006273505 Al 15-02-~-2007
CA 2617532 Al 15-02-2007
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