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PATENTE DE INVENCION

DERIVADOS DE ESTER DE NITRATOS DE ALDEHIDOS AROMATICOS
CON MULTIPLES PROPIEDADES FARMACOLOGICAS PARA TRATAR
LA ENFERMEDAD DE CELULAS FALCIFORMES

RESUMEN

La invencion proporciona nuevos compuestos de aldehido aromaticos que
tienen mayor potencia en el aumento de la afinidad de la Hb por el oxigeno,
mayor potencia para la prevencién de formacion de células falciformes y
propiedades farmacoldgicas adicionales que mejoran otros sintomas de la
drepanocitosis (SCD). La invencion proporciona ademas métodos para el
tratamiento de la SCD proporcionando un sujeto que tiene la SCD con un

compuesto de acuerdo con la invencion.
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DERIVADOS DE ESTER DE NITRATOS DE ALDEHIDOS AROMATICOS
CON MULTIPLES PROPIEDADES FARMACOLOGICAS PARA TRATAR
LA ENFERMEDAD DE CELULAS FALCIFORMES

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion.

La invencién se refiere a aldehidos aromaticos y su uso en el tratamiento de

la enfermedad de células falciformes.

Resumen de la técnica relacionada.

La enfermedad de anemia de células falciformes o drepanocitosis (SCD por
sus siglas en inglés) es la consecuencia de la sustitucion de Glu por Val en la
6% posicion de la cadena B-globina de la hemoglobina (Hb) resultando en la
formacion de Hb falciforme (HbS). La polimerizacion intracelular de Hb
falciforme desoxigenada entre largas, rigidas e insolubles fibras provoca la
fisiopatologia asociada con SCD; facilitando una cascada de eventos
adversos que incluyen la disminucién de fa biodisponibilidad de 6xido nitrico
(NO), activacion de células endoteliales, la vasoconstriccion compensatoria,
aumento del recuento de neutréfilos, la adhesién de los glébulos rojos (GR)
al endotelio del tejido, vasoconstriccion y deterioro del flujo sanguineo micro
vascular. El cuadro clinico se caracteriza por una anemia hemolitica crénica,
crisis dolorosas frecuentes y graves y la patologia multisistémica que tienen

un impacto en casi todos los 6rganos.

Los individuos con SCD han revelado niveles significativos de citoquinas pro-
inflamatorio, como el TNF-a, que puede desencadenar las dolorosas crisis
vaso-oclusivas y dar lugar a la aparicion de episodios infecciosos e
inflamatorios. EI TNF-a también estimula la produccién de radicales libres y

otros mediadores inflamatorios, tales como IL-1 y PGE2 y provoca cambios

8]
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de las propiedades coagulantes y anticoagulantes. Los individuos con SCD
también han demostrado disminucién de los niveles de 6xido nitrico (NO) en
el endotelio vascular fisiolégicos que también han sido vinculados a la
hemolisis, la inflamacion, la vasoconstriccion y el estrés de multiples 6rganos.
Producida naturalmente por el endotelio vascular, los niveles de éxido nitrico
(NO) proporciona efectos micro vasculares favorables (es decir, la dilatacion
y aumento del flujo sanguineo) y también posee propiedades anti-

inflamatorias.

La hidroxiurea (HU) es el Unico farmaco aprobado para el tratamiento de la
SCD. Cuando se metabaliza in vivo que libera oxido nitrico (NO) que es
responsable de inducir la expresion de gamma globina y la formacion fetal de
Hb (HbF). Varios compuestos donadores de NO, tales como S-
nitrosocisteina, detaNONQate y talidomidas también se han demostrado para
aumentar la expresion de la globina gamma. HbF es capaz de prevenir la
formacion RBC de células falciformes mediante la inhibicion de la
polimerizacion de HbS. El éxido nitrico (NO) también tiene una vasodilatacion
positiva y efectos directos de anti-inflamacién, asi como la inhibiciéon de la
agregacion plaquetaria; la reduccién de la severidad y duracién de las crisis
vaso-oclusivos. Sin embargo, se ha informado de que el tratamiento HU
estimula la produccién de citoquinas pro-inflamatorio, tales como TNF-a, IL-
IA, IL-1B, etc., contrarrestando los efectos beneficiosos de la droga.

La entrega de oxigeno a los tejidos esta influenciada en parte por la afinidad
de la Hb por el oxigeno. En la circulaciéon normal, el oxigeno se libera cada
vez mas en el siguiente orden - en recipientes mas grandes, en arteriolas y
en los capilares. Sin embargo, en pacientes cen SCD, la afinidad por el
oxigeno baja compensatoria (Pso = 32 + 2 mm Hg; Normal Pso = 26 + 2 mm
de Hg), paraddjicamente causa mas oxigeno que el que se libera en las
arterias y arteriolas. La vasoconstriccién, que se produce en las arteriolas
para contrarrestar este proceso, exacerba la formaciéon desfavorable de
células falciformes, vasoconstriccidn y la oxigenacion del tejido ineficiente en
los capilares. Varios aldehidos aromaticos, tales como la vitamina B6
(piridoxal), vainillina, derivados de piridilo de vainillina (compuestos INN),
12C79 y 5-HMF se han estudiado que son prometedoras en la prevencion de
la hipoxia tisular mediante el aumento de la afinidad por el oxigeno de
falciforme Hb y asegurar la disponibilidad de mas oxigeno en los capilares.
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Algunos de estos compuestos también inhiben la formacion de polimero
estereoespecifica. 5SHMF, un no-téxico subproducto del metabolismo del
azucar estd siendo estudiado por el NIH/Baxter para el tratamiento de la

SCD.

Hay una necesidad de nuevos compuestos que tienen una mayor potencia
en el aumento de la afinidad de la Hb por el oxigeno, mayor potencia para la
prevencion de formacion de células falciformes, y propiedades

farmacolégicas adicionales que mejoran otros sintomas de SCD.

Breve resumen de la invencién.

La invencién se refiere a aldehidos aromaticos y su uso en el tratamiento de
la enfermedad de células falciformes. La invencién proporciona nuevos
compuestos que tienen una mayor potencia en el aumento de la afinidad de
la Hb por el oxigeno, mayor potencia para la prevencion de formacién de
células falciformes y propiedades farmacoldgicas adicionales que mejoran
otros sintomas de SCD. La invencién proporciona ademas métodos para el
tratamiento SCD proporcionando un sujeto que tiene SCD con un compuesto

de acuerdo con la invencion.

En un primer aspecto, la invenciéon proporciona nuevos aldehidos anti-
drepanocitosis aromaticos que tienen una mayor potencia para aumentar la
afinidad de la hemoglobina (Hb) y de células falciformes especialmente Hb
(scHb) y/o la reduccion de la capacidad de scHb para polimerizar, reduciendo
asi la formacion de células falciformes de globulos rojos falciformes.

Los compuestos segun la invencion tienen la formula:

en el que R1 y R4 son iguales o diferentes y son H, OH, alquilo, alcoxi,
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halégeno, arilo o O-arilo; y M y Q son diferentes y son O 6 (CHz)q ; y R2y R3
son iguales o diferentes y son H u OH; y X 6 Y 6 Z son iguales o diferentes y
son C 6 N; y nes 0-5; y p es 0-5; y q es 0-5; con la condicién de que cuando

M es O, entonces o bien n es 1-5 0 R1 no es H; y sales de los mismos.

Los compuestos representativos seleccionados del grupo anterior incluyen:

CHO a
mm/@,o T
TD-7,

CHO

oY Ny Son
OCH; Z

TD-8

CHO i

(0] \N OH
OCH,

TD-9
CHO =5

0Ny OH - Hel

H
TD-7 HCL

En un segundo aspecto, la invencion proporciona nuevos aldehidos
aromaticos que se metabolizan para producir NO; y anti-drepanocitosis
aldehidos aromaticos. Compuestos de acuerdo con este aspecto tienen una
estructura seleccionada de:

Ry R
OHC, g (cﬁ;
£ cHy)n
H\’\YM‘Q \xxY
/X
p(HC)  Rq
\
Rz
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)
OHC— -4
~7(CHa)n

l
ONO,

en el que R1 y R4 son iguales o diferentes y son H, OH, alquilo, alcoxi,
halégeno, arilo o O-arilo; y M y Q son diferentes y son O 6 (CHz)q; y R2y R3
son los mismos y son ONO; o diferente con cualquiera como ONO; y el otro
como Hu OH; y X0 Y 6 Z son iguales o diferentes y son CO N; ynes 0-5; y
p es 0-5; y q es 0-5; y sales de los mismos. En algunas realizaciones, R1 es
H;yMesO;yR2esH; y R3es ONO,, y pes 0.

Los compuestos representativos seleccionados del grupo anterior incluyen:

OHC__ o ONO,
D_/

TD-1,
CHO =~ |
& i

TD7-1,

HaCO

TD9-1.
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En un tercer aspecto, la invencién proporciona métodos para el tratamiento
de una enfermedad de células falciformes (SCD) que comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos
seleccionados de los compuestos de acuerdo con el primer o segundo

aspecto de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos.

La Figura 1 muestra los resultados de los estudios de curva de equilibrio de
oxigeno de 5-HMF y combinaciones TD-7, TD-7-1, TD-8, TD-8-1, TD-9y TD-
9-1.

La Figura 2 muestra el efecto del tiempo de incubacion sobre la afinidad de la
Hb por el 0, con sangre entera para 5-HMF y compuesto TD-7.

Figura 3 muestra los resultados de un estudio de la liberacion de 6xido nitrico
(NO) para los compuestos TD-1, TD-7-1, 8-1 y TD-TD-9-1.

La Figura 4 muestra la inhibicion de formacion de células falciformes de

células SS por los compuestos de ensayo en 4% 0, a 37°C durante 5 h.
La Figura 5A muestra la unién de TD-7 (verde) en deoxyHb. La figura 5B

muestra una vista cercana de TD-7 (amarillo) la interaccién con la hélice que

oF de la proteina (verde).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas.

La invencidn se refiere a aldehidos aromaticos y su uso en el tratamiento de
la enfermedad de células falciformes. La invencidon proporciona nuevos
compuestos que tienen una mayor potencia en el aumento de la afinidad de
la Hb por el oxigeno, mayor potencia para la prevencion de formaciéon de
células falciformes, y propiedades farmacolédgicas adicionales que mejoran
otros sintomas de SCD. La invencion proporciona ademas métodos para el
tratamiento SCD proporcionando un sujeto que tiene SCD con un compuesto

de acuerdo con la invencion.
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En un primer aspecto, la invencion proporciona nuevos aldehidos anti-
drepanocitosis aromaticos que tienen una mayor potencia para aumentar la
afinidad de la hemoglobina (Hb), y células especialmente falciformes Hb
(SCHB) y/o la reduccion de la capacidad de SCHB para polimerizar,
reduciendo asi la falciforme de células rojas de la sangre de células

falciformes. Los compuestos segun la invencion tienen la férmula:

R4
OHC Y o
Mo A “y (CHg)n

en el que R1 y R4 son iguales o diferentes y son H, OH, alquilo, alcoxi,
halégeno, arilo o O-arilo; y My Q son diferentes y son O 6 (CHz)q; y R2y R3
son iguales o diferentes y son Hu OH; y X 6 Y 6 Z son iguales o diferentes y
sonC 6 N; ynes0-5;y pes0-5;y qes 0-5; con la condicién de que cuando

M es O, entonces o bien n es 1-5 0 R1 no es H; y sales de los mismos.

Los compuestos representativos seleccionados del grupo anterior incluyen:

H,CO
7,

CHO

\
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CHOO : ‘ OH
N
OCH;
TD-9
E,Sio\/(]\,m - Hel
N
H,CO
TD-7 HCL

En un segundo aspecto, la invencién proporciona nuevos aldehidos
aromaticos que se metabolizan para producir NO; y anti-drepanocitosis
aldehidos aromaticos. Compuestos de acuerdo con este aspecto tienen una

estructura seleccionada de:

en el que R1 y R4 son iguales o diferentes y son H, OH, alquilo, alcoxi,
halégeno, arilo o arilo O-; y My Q son diferentes y son O 6 (CH2)q; y R2y R3
son los mismos y son ONO; o diferente con ya sea como ONO; y el otro
como HuOH; y X6 Y 6 Z son iguales o diferentesy sonC 6 N; y nes 0-5; y
p es 0-5; y q es 0-5; y sales de los mismos. En algunas realizaciones, R1 es

H;yMes O;yR2es H; y R3 es ONO,. y p es 0; y sales de los mismos.

Los compuestos representativos seleccionados del grupo anterior incluyen:
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En un tercer aspecto, la invencién proporciona métodos para el tratamiento
de una enfermedad de células falciformes sujeto que tiene (SCD), que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de
uno o mas compuestos seleccionados de los compuestos de acuerdo con el

primer o segundo aspecto de la invencion,

En algunas realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente 20
mg a aproximadamente 500 mg del compuesto. En algunas realizaciones, el
sujeto se administra desde aproximadamente 20 mg a aproximadamente 300
mg del compuesto.

En algunas realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente 20

mg a aproximadamente 200 mg del compuesto. En algunas realizaciones, el
sujeto se administra desde aproximadamente 20 mg a aproximadamente 100

10



10

15

20

25

30

35

mg del compuesto. En algunas realizaciones, el sujeto se administra desde

aproximadamente 20 mg a aproximadamente 50 mg del compuesto.

En algunas realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente
100 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto. En algunas
realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente 100 mg a
aproximadamente 300 mg del compuesto. En algunas realizaciones, el sujeto
se administra desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 200 mg

del compuesto.

En algunas realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente
200 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto. En algunas
realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente 200 mg a

aproximadamente 300 mg del compuesto.

En algunas realizaciones, el sujeto se administra desde aproximadamente
500 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto. En algunas formas
de realizacion se administra al sujeto de aproximadamente 1,000 mg a
aproximadamente 10.000 mg del compuesto. En algunas formas de
realizacion se administra al sujeto de aproximadamente 5000 mg a

aproximadamente 10.000 mg del compuesto.

La administracién de los compuestos puede ser por cualquier via adecuada,
incluyendo, sin limitacion, parenteral, oral, sublingual, transdérmica, tépica,
intranasal, inhalacion, intratraqueal o intrarrectal. En algunas realizaciones

preferidas, la administracién es por via oral, por inyeccién, o por inhalacion.

Los compuestos usados en la presente invencién pueden estar presentes en
cualquier diluyente adecuado (incluyendo agua), vehiculo o excipiente.

Los compuestos usados en el método de la presente invencién pueden
formar sales que estan también dentro del alcance de esta invencion. El
término "sal (s)", como se emplea aqui, denota sales acidas y/o basicas
formadas con acidos y bases inorganicos y/u organicos. Farmacéuticamente
aceptables (es decir, no téxico, que exhiben efectos I6gicos minimos o no
téxicoinfecciosos no deseado, fisiolégicamente aceptables) se prefieren las

sales.



10

15

20

25

30

35

Tal como se utiliza aqui, el término "sales farmacéuticamente aceptables”
pretende significar sales que retienen la actividad biologica deseada de los
compuestos y exhiben efectos toxicoldgicos no deseados minimos o nulos.
Ejemplos de tales sales incluyen, pero no se limitan a, sales formadas con
acidos inorganicos (por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
sulfdrico, 4cido fosférico, acido nitrico, y similares), y sales formadas con
acidos organicos tales como acético acido, acido oxalico, acido tartarico,
acido succinico, acido malico, acido ascorbico, acido benzoico, acido tanico,
acido palmoico, 4cido alginico, acido poliglutdmico, acido naftalenosulfénico,
acido naftalenodisulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico y
acido poligalacturénico. Otras sales incluyen sales cuaternarias
farmacéuticamente aceptables conocidas por los expertos en la técnica, que
incluir especificamente la sal de amonio cuaternario de la férmula -NR + Z—,
en el que R es hidrogeno, alquilo, o bencilo, y Z es un contraion, incluyendo
cloruro, bromuro, yoduro, -O-alquilo, toluenosulfonato, metilsulfonato,
sulfonato, fosfato, o carboxilato (tal como benzoato, succinato, acetato,
glicolato, maleato, malato, citrato, tartrato, ascorbato, benzoato, cinamoato,

mandeloato, benzyloate, y acetato de difenilo).

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad suficiente para

aliviar o eliminar los signos o sintomas de la enfermedad.

Sin desear estar limitado por la teoria, se ha determinado la unioén de TD-7
en deoxyHb para ayudar a dilucidar su actividad antipolimerizante. Dos
moléculas de TD-7 se unen de una manera relacionada a-hendido de la Hb,
donde los aldehidos forman la interaccion de bases de Schiff con las dos o~
subunidades N-terminal Vall nitrégenos (Fig. 5A). La formacién de la base de
Schiff dispone el grupo sustituyente metoxi-piridina-metoxilo hacia la boca de
la cavidad central de agua, en el que el hidroxilo del metoxilo hace
interacciones de enlaces de hidrégeno con los atomos de nitrégeno de la
amida y el oxigeno de aAsp75 y aAsp74, respectivamente (Fig. 5B); ambos
residuos localizados en la hélice oF. Estas interacciones parecen perturbar la
hélice aF, asi como el resultado en un cambio conformacional significativo en
la cadena lateral de hélice xAsn78. El residuo de hélice aF, Asn78 se ha
implicado en la estabilizacién de la fibra de Hb S, y la variante de Hb,
Stanelyville (xAsn78 — alsy78) es conocida para inhibir la polimerizacion

Hb S y la formacién de células falciformes RBS. Por lo tanto, no soélo TD-7

12
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aumenta la afinidad por el oxigeno de la Hb mediante la unién a la a-hendido
y el contenido de las dos o-subunidades desde la transicion de la
conformacién oxiHb a la desoxi Hb como se describe previamente para el
5HMF; basado en la estructura que parece que la potencia mejorada de TD-7
es también en parte debido al aumento de la perturbacion de la hélice oF
que conduce a una mayor desestabilizaciéon del contacto mediada polimero

de la hélice oF.
Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente ciertas

realizaciones preferidas de la invencion y no estan destinados a ser

interpretados como limitantes del alcance de la invencién.

Ejemplo de sintesis 1
S-nitrooximetil furfural (TD-1):

O ONO,
-

OHC

Se preparé el compuesto TD-1 de acuerdo con procedimiento de la
bibliografia para un compuesto similar. (Gavrila, A .; Andersen, L
Skrydstrup, T., Tetrahedron Lett., 2005, 46, 6205-6207).

Se afadié anhidrido trifluoroacético (5,5 ml, 2 mmol) a una suspension de
nitrato de litio (2,7 g, 2 mmol) en anhidro CH3CN (30 ml) a 20°C. La mezcla
de reaccién se agit6 hasta que quedo transparente (30 min) y se enfrié a 0°C
(bafio de hielo). El carbonato de sodio (4,2g, 2 mmol) y 5- (hidroximetil)
furfural (2,5 g, 1 mmol) se afiadieron juntos y se dejé que la mezcla de
reaccion en agitacion durante 7 horas a 0°C (bafio de hielo). La mezcla de
reaccion se vertié en una solucién enfriada con hielo de NaHCC saturado "3
y se extrajo con EtOAc (2 x 10 ml). La porcién organica combinada se lavo
con salmuera (10 ml), se seco sobre Na 2 S0 4 y se evaporo bajo reducida .
presion para dar un producto bruto El residuo bruto se purificé por
cromatografia en columna (éter de petréleo/EtOAc, 2:1) para dar 2,9 g (85%)
de TD-1 como un aceite viscoso incoloro: IR (KBr, cm "1 ): 1678 (C = 0),

13
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1631, 1276 (NO 2), 845 (EN); 1H-NMR (CDC1 3): 6 5,48 (s, 2H, CH 2}, 6,73
(d, J = 3,5 Hz, 1H, ArH), 7,25 (d, J = 3,6, 1H, ArH), 9,68 (s, 1H, CHO); 13C-
RMN (CDCI3): & 177,9, 153,4, 151,5, 120,9, 114,5, 65,4. Analisis calculado
para (C 6 H 5 NO 5): C, 42,12; H, 2,95; N, 8,19. Encontrado: C, 42,02, H,
2,86; N, 8,26. La pureza del compuesto se comprob6é por HPLC y se

encontré que era 98,8% puro.

Ejemplo de sintesis 2
2-FF6-fHvdroxymethyl) piridin-2-il) metoxi) -5-metoxi-benzaldehido (TD-
7):

HaCO

Se preparé compuesto TD-7 de acuerdo con procedimiento de la bibliografia
para un compuesto similar. (Nnamani, EN; Joshi, GS; Danso-DANQUAH, R .;
Abdulmalik, O .; Asakura, T .; Abraham, DJ;.. Seguro, MK, Chem
Biodiversidad de 2008, 5, 1762-1769).

Una mezcla de 2-hidroxi-5-metoxi-benzaldehido (0,20 ml, 1,5 mmol), 6-
(bromometil) -2-piridinametanol (0,30 g, 1,5 mmol), y K;CO; (0,25 g, 1,8
mmol) en DMF anhidro (20 ml) se dejé en agitacion a temperatura ambiente
durante 12 h. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (20 ml), se lavé
con H20 (2 x 20 ml), salmuera (2 x IOmL), se secd sobre Na2S04 y se
evaporoé a presidn reducida para dar un producto bruto. El residuo se purificd
por cromatografia en columna (éter de petroleo / EtOAc; 1: 1) para dar 0,32 g
(78%) de TD-7 como un sélido de color amarillo: pf 84-85 ° C; IR (KBr, cm
"1): 3396 (OH), 1678 (C = 0); 1H-NMR (CDCI 3): 8 3,51 (s, 1H, OH), 3,81 (s,
3H, OCH 3), 4,79 (s, 2H, CH 2), 5,29 (s, 2H, CH 2), 6,99 (d, J = 9,0 Hz, 1H,
ArH), 7.9 a7.13 (dd, J = 9,0, 3,2 Hz, 1H, ArH) , 7,21 (d, J = 7,7 Hz, 1H, ArH),
7,37 (d, J=3,2Hz, 1H, ArH), 7,43 (d, J = 7,6 Hz, 1H, ArH), 7,74 (t, 1H, ArH ),
10,58 (s, 1H, CHO); 13C-RMN (CDCI 3): 6 189.24, 158.80, 155.61, 154.17,
154.17, 137.66, 125.56, 123.40, 119.84, 119.64, 114.92, 110.917, 71.65,
64.02, 55.86 . MS (ESI) m/z 274,15 (m + H) +, 296,14 (m + Na) +. |la pureza
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del compuesto se comprobo por HPLC y se encontré que era 97,8% puro.

Ejemplo de sintesis 3
2-FF6-fHvdroxymethyl) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido (TD-

9):

Se prepar6é Compuesto TD-9 segun el procedimiento de la literatura para un
compuesto similar. (Nnamani, EN; Joshi, GS; Danso-DANQUAH, R
Abdulmalik, O .; Asakura, T .; Abraham, DJ;.. Seguro, MK, Chem
Biodiversidad de 2008, 5, 1762-1769).

Una mezcla de 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (113 mg, 0,74 mmol), 6-
(bromometil) -2-piridinametanol (150 mg, 0,74 mmol), y K » CO 3 (123 mg,
0,90 mmol) en DMF anhidro (20 ml) se agit6é a temperatura ambiente durante
12 h. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (20 ml), se lavé con Hz0 (2
x 20 ml), salmuera (2 x IOmL), se seco sobre Na,S04 y se evaporo6 a presion
reducida para dar un producto bruto. El producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna (éter de petréleo / EtOAc; 1: 1) para dar 190 mg
(94%) de TD-9 como un sélido de color amarillo: pf 104-105°C; IR (KBr, cm
"1): 3153 (OH), 1599 (C = 0); 1H-NMR (CDCI 3): 8 3,58 (s, 1H, OH), 3,85 (s,
3H, OCH 3), 4,78 (d, 2H, CH 2), 5,30 (s, 2H, CH 2), 6,53 (d, J = 2,2 Hz, 1H,
ArH), 6,60 (d, J = 2,16 Hz, 1H, ArH), 7,22 (d , J = 7,68 Hz, 2H, ArH), 7,47 (d,
J=7,76 Hz, 2H, ArH), 7,76 (t, 1H, ArH), 7,85 (d, J = 8,64 Hz, 1H, ArH), 10,43
(s, 1H, CHO); 13 C RMN (CDC1 3): & 166.16, 162.27, 158.67, 155.51,
137.74, 131.04, 119.85, 119.69, 118.1, 106.68, 99.16, 70.85, 63.87, 55.66
MS (ESI) m/z 274,11 (M + H) +, 296,09 (M + Na) +. la pureza del compuesto
se comprobé por HPLC y se encontré que era 96,9% puro.

Ejemplo de sintesis 4
3-FF6-fHvdroxymethyl) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido (TD-
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CHO
O ! NS OH
OCH 3 e

Se preparé Compuesto TD-8 de acuerdo con procedimiento de la bibliografia
para un compuesto similar. (Nnamani, EN; Joshi, GS; Danso-DANQUAH, R .;
Abdulmalik, O .; Asakura, T .; Abraham, DJ;.. Seguro, MK, Chem
Biodiversidad de 2008, 5, 1762-1769)

Una mezcla de 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (200 mg, 1,0 mmol), 6-
(bromometil) - 2-piridinametanol (152 mg, 1,0 mmol), y carbonato de potasio
(165 mg, 1,2 mmol) en DMF anhidro (20 ml) se agité a temperatura ambiente
durante 12 h. La mezcla de reaccion se diluydé con EtOAc (20 ml), se lavd
con Hz0 (2 x 20 ml), salmuera (2 x IOmL), se sec6 sobre Na2S04 y se
evaporé a presion reducida para dar un producto bruto. El producto en bruto
se purificé por cromatografia en columna (éter de petréleo / EtOAc; 1: 1) para
dar 220 mg (80%) de TD- 8 como un sélido de color blanco: pf 120-121 ° C;
IR (KBr, cm "1): 3176 (OH), 1681 (C = 0); 1H-NMR (CDC1 3): & 3,65 (s, 1H,
OH), 4,00 (s, 3H, OCH 3), 4,78 (d, 2H, CH 2), 5,32 (d, 2H, CH 2), 7,03 (d, J =
8,72 Hz, 1H, ArH), 7,17 (d, J = 7,68 Hz, 1H, ArH), 7,44-7,51 (m, 3H, ArH),
7,71 (t, 1H, ArH); 13 C-RMN (CDCI3): & 190,66, 155,53, 154,95, 137,54,
130,11, 126,88, 119,99, 119,60, 111,92, 110,98, 158,79, 71,40, 63,90, 56,22.
MS (ESI) m /2 274,11 (m + H) +, 296,09 (m + Na) + la pureza del compuesto
se comprobé por HPLC y se encontré que era 99,5% puro.

Ejemplo de sintesis 5
f6-FF2-formil-4-metoxifenoxi) metil) piridin-2-il) nitrato de metilo (TD-7-1)

L LA
5 e
HsCO
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Compuesto TD-7-1 se preparé segun el procedimiento de la literatura para
un compuesto similar. (Fotopoulou, T .; lliodromitis, EK; Koufaki, M .; Tsotinis,
A .; Zoga, A .; Gizas, V .; Pyriochou, A .; Papapetropoulos, A .; Andreadou, |
.. Kremastinos, DT, Bioorg . Med. Chem. 2008, 76, 4523 a 4531).

Se aradié nitrato de plata (76 mg, 0,45 mmol) a una solucién de 2 - ((6-
(bromometil) piridin-2-il) metoxi) -5-metoxi-benzaldehido (100 mg, 0,3 mmol)
en CH3CN anhidro (5 ml). La mezcla de reaccién se dejé en agitacion a 80°C
durante 2 h. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de celite y se lavd con
CH2CI2 (15 ml), y se evapor6 bajo presion reducida para dar un producto
bruto. El residuo bruto se purificd por cromatografia en columna (éter de
petréleo / EtOAc; 5: 1) para dar 80 mg (83,78%) de TD-7-1 como un sélido
de color blanco: pf 92-93°C; IR (KBr, cm "1): 1664 (C = 0), 1632 (NO 2), 1274
(NO 2), 872 (ON); 1H-NMR (CDC1 3): 8 3,81 (s, 3H, OCH3) , 5,28 (d, 2H, CH
2), 5,56 (s, 2H, CH 2), 6,98 (d, J = 9.08Hz, 1H, ArH), 7.10- 7.13 (dd, J = 9,08,
3,28 Hz, 1H, ArH), 7,33-7,37 (dd, J = 8,4, 3,24 Hz, 2H, ArH), 7,53 (d, J = 7,84
Hz, 1H, ArH), 7,80 (t, 1H, ArH), 10,57 (s, 1H, CHO); 13C-RMN (CDC1 3).. &
189.18, 157.08, 155.20, 154.20, 152.50, 138.05, 125.52, 123.38, 121.27,
121.19, 114.85, 111.00, 74.15, 71.51, 55.85 MS (ESI) m/z encontrado 319,09
(M + H) +, 341,07 (M + Na) +. la pureza del compuesto se comprobé por
HPLC y se encontré que era 94,5% puro.

Ejemplo de sintesis 6
2 - ((6- (bromometil) piridin-2-il) metoxi) -5-metoxi-benzaldehido:

O
7

Br

H4CO

2 - ((6- (bromometil) piridin-2-il) metoxi) -5-metoxi-benzaldehido, un precursor
para la sintesis de TD-7-1 se prepard segun el procedimiento de la literatura
para un procedimiento similar. (Fotopoulou, T .; lliodromitis, EK; Koufaki, M .;
Tsotinis, A .; Zoga, A ., Gizas, V .; Pyriochou, A .; Papapetropoulos, A _;
Andreadou, | .; Kremastinos, DT, Bioorg Med.. Chem. 2008, 16, 4.523-
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4.531.).

Se anadié trifenilfosfina (140 mg, 0,6 mmol) y tetrabromometano (180 mg,
0,6 mmol) se afiadi6 a una solucién de 2 - ((6- (hidroximetil) piridin-2-il)
metoxi) -5- metoxibenzaldehido (100 mg, 0,4 mmol ) en anhidro CH2CI2 (6
ml). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 2 h a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se neutralizé con NaHCC saturado a 0°C
(bafio de hielo) y se extrajo con EtOAc (10 ml). La porcién organica se lavo
con salmuera (2 x 10 ml), se secd sobre Na2S04 y se evapord a presion
reducida para dar un producto bruto. El producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna (éter de petréleo / EtOAc; 5: 1) para dar 100 mg
(74,6%) como soblido de color amarillo: 1TH-NMR (CDC1 3): 6 3,81 (s, 3H,
OCH 3), 4,56 (s, 2H, CH 2), 5,28 (d, 2H, CH 2), 6,98 (d, J = 9,08 Hz, 1H,
ArH), 7.10 a 7.13 (dd, J = 9,08, 3,28 Hz, 1H, ArH), 7,33-7,37 (dd, J = 8,4,
3,24 Hz, 2H, ArH), 7,53 (d, J = 7,84 Hz, 1H, ArH), 7,80 (t, 1H, ArH), 10,58 (s,
1H, CHO). El siguiente compuesto se utiliza para la sintesis de TD-7-1.

Ejemplo de sintesis 7
(6 - ((5-formil-2-metoxifenoxi) metil) piridin-2-il) nitrato de metilo (TD-8-1)

CHO

N
0’CH3 /

Compuesto TD-8-1 se prepard segun el procedimiento de la literatura para
un compuesto similar. (Fotopoulou lliodromitis, T;., EK; Koufaki, M;. Tsotinis,
A,. Zoga, A,. Gizas, V,. Pyriocfiou , a;. Papapetropoulos, a;. Andreadou, |.....
Kremastinos, DT, Bioorg Med .. Chem 2008, 16, 4,523-4,531).

Se afadié nitrato de plata (76 mg, 0,45 mmol) a una solucién de 3 - ((6-
(bromometil) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido (100 mg, 0,3 mmol)
en anhidro CH3CN (5 ml) la mezcla de reaccion se dejo en agitacion a una
temperatura de 80°C Durante 2 h. La mezcla de reaccion si filtro a través de

Celita y se lavo con CH2CI2 (15 ml) y se evapor6 una presion reducida para
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obtener un producto bruto. El producto en bruto se purifico por columna
Cromatografica (éter de petroleo / EtOAc; 5: 1) para dar 94 mg (98%) de TD-
8-1 como un sélido de color de amarillo-: Punto de fusién 43-44 ° C; IR (KBr,
cm ™ ): 1683 (C = 0), 1632 (NO 2 ), 850 (ON); 1TH-NMR (CDCI 3 ): 5 3,99 (s,
3H, OCH 3), 5,31 (s, 2H, CH 2), 5,57 (s, 2H, CH 2 ), 7,02 (d, J = 8,24 Hz,
1H, ArH), 7,31 (d, J = 7,68 Hz, 1H, ArH) , 7,46 (d, J = 2,16 Hz, 1H, ArH),
7,49-7,52 (dd, J = 8,2, 1,76 Hz, 1H, ArH), 7,55 (d , J = 7,76 Hz, 1H, ArH),
9,82 (s, 1H, CHO); 13 C-RMN (CDCI 3) :. & 190,56, 157,157, 155,01, 152,01,
152,47, 148,42, 137,91, 130,20 , 126.78, 121.34, 121.00, 112.24, 111.08,
74.27, 71.43, 56.24 MS (ESI) m / z 341,08 (m + Na) + . La Pureza del
Compuesto se comprobé por HPLC y se Encontré que se era 96,9% Puro.

Ejemplo de sintesis 8

CHO
(0] l N\ Br
OCHg >

3 - ((6- (bromometil) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido. Para la
sintesis de TD-8-1 se preparé segun el procedimiento de la literatura para un
procedimiento similar. (Fotopoulou lliodromitis, T;., EK; Koufaki, M;. Tsotinis,
A;. Zoga, A;. Gizas, V;. Pyriocfiou, A;. Papapetropoulos, A;. Andreadou, |;.
Kremastinos, DT, Bioorg Med. ... Chem. 2008, 16, 4,523-4,531).

Se anadié trifenilfosfina (140 mg, 0,6 mmol) y tetrabromometano (180 mg,
0,6 mmol) a una soluciéon f de 3 - ((6- (hidroximetil) piridin -2-il) metoxi) -4-
metoxi-benzaldehido (100 mg, 0,4 mmolin) anhidro CH2CI2 (6 ml). La mezcla
se dejo en agitacién durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se neutralizé con solucién saturada de NaHCO 3 a 0°C (bafio de
hielo) y se extrajo con EtOAc (10 ml). La porcion organica se lavo con
salmuera (2 x 10 ml), Se secé sobre Na2S04 y se evaporé a presion
reducida para obtener un producto bruto y el producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna (éter de petréleo / EtOAc; 5. 1) para dar 76 mg
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(56,5%) como un sdlido de color de amarillo: TH-NMR (CDCI $ 3 -di): & 3,99
(s, 3H, OCH3),4,56 (s,2H,CH 2), 5,31 (s,2H,CH 2), 7,02 (d, J = 8,2 Hz,
1H, ArH), 7,38 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH) , 7,46 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 7,49
(d, J = 1,84 Hz, 1H, ArH), 7,52 (d, J = 1,76 Hz, 1H, ArH), 7,72 (t, 1H, ArH),
9,82 (s, 1H, CHO). El siguiente compuesto si utilizacion para la sintesis de
TD-8-1.

Ejemplo de sintesis 9

OCH,4

El compuesto TD-9-1 se prepard segun el procedimiento de la literatura para
un compuesto similar. (Fotopoulou, T;. lliodromitis, EK; Koufaki, M;. Tsotinis,
A;. Zoga, A,. Gizas, V,. Pyriochou , A;. Papapetropoulos, A;. Andreadou, |;.
Kremastinos, DT, Bioorg Med .. Chem 2008, 16, 4,523-4,531).

Se afadio nitrato de plata (76 mg, 0,5 mmol) a una solucién de 2-((6-
(bromometil) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido (100 mg, 0,3 mmol)
en anhidro CH3CN (5 ml). La mezcla de reaccion se dejo en agitacién un
80°C Durante 2 h y la mezcla de reaccion si filtro a través de celita y se lavo
con CH2CI2 (15 ml) y se evapord a presion reducida para obtener un
producto en bruto y se purific6 por Cromatografia en columna (éter de
petroleo / EtOAc; 5: 1) para dar 53 mg (56%) de TD-9-1 como un producto
sélido de color blanco: pf 70-71 ° C; IR (KBr, cm "1 ): 1677 (C = 0), 1285 (NO
2), 871 (ON); 1H-NMR (CDCI $ 3 di): 6 3, 85 (s, 3H, OCH 3), 5,29 (s, 2H,
CH2),556(s, 2H, CH2),6,52(d, J=2,16 Hz, 1H, ArH), 6,58-6,61 (m, 1H,
ArH), 7,34 (d, J = 7,68 Hz, 1H, ArH), 7,58 (d, J = 7,88 Hz, 1H, ArH), 7,79-7,85
(m, 2H, ArH), 10,42 (s, 1H , CHO); 13 C-RMN (CDC1 3 ).. delta 166.19,
163.05, 158.71, 155.53, 138.15, 131.18, 121.31, 121.28, 118.15, 106.95,
99.07, 74.14, 70.80, 55.68 MS (ESI) m / z 341 , 08 (M + Na) + . La pureza del
Compuesto se comprobé por HPLC y se encontrd que se era 99,8% puro.
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2-FF6-fBromomethyl) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido:

CHO =

OCH;

2 - ((6- (bromometil) piridin-2-il) metoxi) -4-metoxi-benzaldehido, precursora
para la sintesis de TD-8-1 se prepar6 segun el procedimiento de la literatura
para un procedimiento similar. (Fotopoulou , T;. lliodromitis, EK; Koufaki, M;.
Tsotinis, A;. Zoga, A;,. Gizas, V;. Pyriochou, A;. Papapetropoulos, A,.
Andreadou, I;.. Kremastinos, DT, Bioorg Med . Chem. 2008, 16, 4523 a
4531).

Se anadié trifenilfosfina (140 mg, 0,6 mmol) y tetrabromometano (180 mg,
0,6 mmol) se Anadio A una solucién f de 2 - ((6- (hidroximetil) piridin-2-il)
metoxi) -4-metoxi -benzaldehido (100 mg, 0,4 mmol) en anhidro CH2CI2 (6
ml) y la mezcla se dejo en agitacion durante 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se neutralizé con NAHCO saturado de 3 a 0°C (bafio de
hielo) y se extrajo con EtOAc (10 ml). La porciéon organica se lavo con
salmuera (2 x 10 ml), se secd Sobre Na 2 SO 4 y se evapord a un presion
reducida para obtener un producto bruto. El producto se purificé por
cromatografia en columna (éter de petréleo / EtOAc; 5: 1) para dar 100 mg
(75%) de color amarillo como soélido: 1H-RMN (CDC1 3 ): & 3,85 (s, 3H, OCH
3),456(s,2H,CH2), 530 (s, 2H, CH 2), 6,53 (d, J = 2,16 Hz, 1H, ArH),
6,57-6,59 ( m, 1H, ArH), 7,40 (d, J = 7,72 Hz, 1H, ArH), 7,50 (d, J = 7,8 Hz,
1H, ArH), 7,76 (t, 1H , ArH), 7,84 (t, J = 8,68 Hz, 1H, ArH), 10,43 (s, 1H,
CHO). El compuesto resultante se usé para la sintesis de TD-9-1.
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Ejemplo de sintesis 10
TD-7 clorhidrico Sal

Se afadié una solucién de HCI 1,0 M (5 ml) en éter de dietilo de una manera
gota a gota a una solucion en agitacion de TD-7 (200 mg) en etanol absoluto
(3 ml), dando como resultado la precipitacién de la sal de hidrocloruro de TD
-7. Se afiadié éter etilico (10 ml) a la mezcla para precipitar completamente
toda la sal HCI. El compuesto se filtr por filtracién a vacio, se lavé con mas

éter y se secd adicionalmente a vacio. El rendimiento obtenido fue del 88%.

Ejemplo biolégico 1
Curva de Equilibrio de Oxigeno (OEC) La Estudios

Los estudios se realizaron en compuestos TD-7, TD-7-1, TD-8, TD-8-1, TD-9
y TD-9-1 utilizando 100 mM en soluciéon en DMSO vy la sangre normal (AA).
TD-7, TD-8 y TD-9 son compuestos con un grupo hidroximetilo en el anillo de
piridina, mientras que TD-7-1, 8-1y TD-TD-9-1 son los derivados de éster de
nitrato respectivos. Las muestras de toda la sangre tenian hematocrito
valores que van desde 29 hasta 36%, y se purificé Hb libre de células de 10
a 12 g/dl en la ausencia o presencia de efectores solubilizados en DMSO a 2
mM o en algunos casos con concentracion variable del compuesto. Las
muestras de sangre se incubaron en un tonémetro IL 237 {Instrumentation
Laboratories, Inc., Lexington, MA) durante aproximadamente 5-7 minutos a
37 ° C contra una mezcla de gases que contiene 02 concentraciones de
0,804%, 2,935% y 5,528% y se dejaron equilibrar a 02 tensiones de 6, 20 y
40 mmHg. Después del equilibrado, la muestra se retiré mediante una jeringa
y se aspira en un analizador de gases en sangre superior de la mesa
automatizado 700 serie ABL (Radiometer America, Inc., Westlake, OH) para
determinar la hemoglobina total (THB), el hematocrito (Hct), pH, pCO02,
presion parcial de oxigeno (p02), y los valores de saturacién de oxigeno de
Hb (s02). Procedimientos similares se siguieron para la concentracion y
tiempo de estudios de dependencia. Los valores medidos de P02 y SO2 en
cada nivel de saturacion de oxigeno se sometieron entonces a un analisis de

regresion no lineal utilizando el programa Scientist (Micromath, Salt Lake
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City, UT) con la siguiente ecuacion:

p0§ mmHg
PY(mmHg) + pOY (mmHg)

s0,% = 100 X

Esta ecuacién se utilizé para calcular los valores P50 y el coeficiente de Hill
(N). También se realizaron experimentos de control correspondiente sin el
compuesto de ensayo (P50-controi) pero que contiene DMSO. 5HMF se
sabe que presentan una actividad 6ptima izquierda de desplazamiento de
entre 1-2 h cuando se incubaron con toda la sangre necesitando el uso de
1,5 h para el tiempo de incubacién para nuestros estudios. Los resultados se
muestran en la Tabla 1 y la Figura 1. La palanca de cambios izquierda mas
potente fue TD-7 con un cambio AP50 de -17.0 mmHg, mas potente que el
control positivo, SHMF (AP50 de -1 1,1 mmHg).

Tabla 1. Efectos de compuestos de desplazamiento izquierdo en afinidad Hb

por el 02 con toda la sangre normal.

e P APs"
C 3 Concentracion % N B
ompuesto (mM) (mmHg) (mmHg)
SHMF ;) 202+2.0° 1.8+0.1° T
0.1 30.17 25T 05
0.5 25.9% 25% 47
TD-7 ” !
1 232 ji -74
2 143 +4.3 1.3+03 -17.0
TD-8 2 25.0+2.5% 19017 54
TD-9 2 211+ 1.2 1.6+03 -10.2
TD-1 2 274 +£23 1.9+0.1° -39
TD-7-1 2 234+ 1.6 1.7+0.1°7 -79
TD-8-1 2 30.8" 209 0.5
TD-9-1 2 28.6% 1.9 2

2 Coeficiente Hill; ® AP50 es (P50(control)-P50 (ejemplo)) expresado en
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mmHg; ©Las mediciones se llevaron acaboenn 2 3; 4 Las mediciones se

llevaron a caboenn < 3.

Ejemplo biolégico 2

La Recogida de Sangre y la Purificacion de la hemoglobina

La hemoglobina se prepar6 a partir de centrifugar la sangre humana a 2500
rpms durante 20 minutos a 4 ° C. La solucién sobrenadante, los desechos y
el plasma se descartan de las botellas de centrifugacion, dejando tras de
globulos rojos. Los glébulos rojos se lavaron fres veces con un exceso de
volumen de 0,9% de NaCl, y una vez con 1,0% de NaCl, cada vez que la
centrifugacion y descartar la solucion sobrenadante. Los globulos rojos se
agruparon en un matraz enfriado y hemolizadas para liberar Hb mediante la
adicion de 1 -2 exceso de volumen de tampon Tris 50 mM, pH 8,6 (que
contiene EDTA). La mezcla se dejo en reposo en hielo durante 30 min con
agitacion ocasional. La solucién de Hb se centrifugd a 10.000 rpm durante 2
horas a 4 ° C. La solucion de Hb sobrenadante se combinaron en un matraz
enfriado y NaCl (/ solucion de 40 a 60 mg ml Hb) se anadié lentamente con
agitacion. La solucion de hemoglobina se centrifugd a 10.000 rpm durante 2
horas a 4°C para eliminar cualquier resto del estroma celular. La solucion de
Hb claro sobrenadante se combinaron en un matraz enfriado y el pellet
"jarabe" se descarté. solucién de hemoglobina se dializé frente a tampdn Tris
50 mM, pH 8,6 (que contiene EDTA) a 4 ° C para eliminar el NaCl y / o otras
impurezas de bajo peso molecular. Tiras de tubos de didlisis de celulosa
estandar que se habian lavado 3- 4 veces y se hirvieron durante 10 min en
agua desionizada se utilizaron para la dialisis. La Hb dializada se purificd
adicionalmente mediante cromatografia de intercambio i6nico utilizando
DEAE Sephacel excluir 2,3 -DPG. La resina se equilibré con tampén de Tris
50 mM, pH 8,6, y la soluciéon de Hb se ejecuta a través de la columna con
tampon Tris 50 mM, pH 8,6 (que contiene EDTA). Las fracciones reunidas se
concentraron con una célula agitada Amicon (Amicon, modelo 402), a una
concentracion final de alrededor de HbA 80-120 mg / ml. HbA concentrada se

almaceno a -80 ° C.
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Ejemplo biolégico 3.
OEC estudio con Compuestos TD-1, TD-7. TD-7-1. TD-8 y TD-9 con la
normalidad de las Células Libres de Hb

Como resultado de las bajas actividades de desplazamiento de la izquierda
de TD-8 y TD-9, asi como los derivados de éster de nitrato, evaluamos
adicionalmente la actividad de los compuestos TD-1, TD-7, TD-7-1, TD -8, y
TD-9 usando libre de células Hb (desprovisto de cualquier proteinas, las
enzimas, el plasma y las membranas celulares) para determinar si la proteina
de plasma o membrana RBC podrian tener ningln efecto sobre la actividad
biolégica del compuesto. Estudios anteriores han demostrado un efecto
limitado de proteina del plasma y la membrana de RBC en 5 actividad HMF.
El mismo procedimiento utilizado en la tonometria de sangre completa se
utilizé con la hemoglobina libre de células usando el compuesto 2 mM y 12
mg / ml de Hb. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Efectos de compuestos de desplazamiento izquierdo en afinidad Hb
por el 02 con células libres de Hb.

Pso . APs)’
Compuesto (mmHg) N (mmHg)
Control 12.5 2.6 -
SHMF 8.3 2.0 -4.2
TD-7 7.6 1.8 -4.9
TD-8 7.6 15 -4.9
TD-9 6.8 1.7 -5.7
TD-1 8.4 20 4.1
TD-7-1 7.7 2.1 -3.9

3 Coeficiente Hill; ® AP50 es (P50(control)-P50 (ejemplo)) expresado en

mmHg; Las mediciones se llevaron acaboenn = 1.



10

20

25

30

A diferencia de los resultados obtenidos a partir de todo el estudio de la
sangre (Tabla 1), los resultados representados en la Tabla 2 muestran que
todos los compuestos exhiben significativa izquierda-cambio en la OEC con
Hb libre de células. TD-8, que casi no cambi6 el OEC con toda la sangre
ahora muestra turno comparables como TD-7 con la Hb por células libres.
Ademads, TD-9 parece ser un desplazador izquierdo ain mas potente en la
Hb libre de células de TD-7, que era opuesta a lo que se observo con la toda
la sangre . Aunque los ésteres de nitrato todavia muestran menos izquierda
de desplazamiento en comparacion con los compuestos originales, todavia
hay una mejora significativa en su potencia de desplazamiento de izquierda
con Hb libre de células. Esta observacion sugiere que las actividades
funcionales de ambos TD-8 y TD-9 se ven significativamente afectados por
RBC cuestiones permeabilidad de la membrana y / o union a proteinas

plasmaticas resultante en sus actividades alostéricos reducidos.

Ejemplo bioldgico 4

OEC Estudios Dependientes del tiempo con TD-7

Este estudio muestra un efecto dependiente del tiempo de desplazamiento
de izquierda de TD-7 en comparacion con 5 HMF. Todas las muestras se
pre-encubaron con toda sangre (Hct ~ 34%) con los compuestos
especificados concentraciones de 0,5 mm durante el tiempo especificado. El
experimento de control sin compuesto de ensayo (P50 (control)) contiene la
misma concentracion de DMSO utilizado para solubilizar la solucién de
ensayo (P50 (de la muestra)). Los resultados se muestran en la Tabla 3 y la
Figura 2.

Tabla 3. Efecto del tiempo de incubacion sobre la afinidad de la Hb por el 02

con toda la sangre para los compuestos de desplazamiento izquierdo.
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b
Tiempo Incub. Pso N* APso
Compucsto {Horas) (mmHg) (mmHg)
1 32.7+0.2 25+0.1 -
2 33.0+04 25+0.1 -
4 33.1+06 25+0.1 -
Control
6 342+03 25+0.1 -
10 35.1+£03 25+0.1 -
12 36.1£04 24+0.1 -
1 208+0.2 22+0.1 -29
2 202+03 22+0.1 -38
4 292+ 0.1 2.1-+£01 -39
SHMF
6 30.0+0.1 21+0.1 42
10 31.8+0.1 21+0.1 -3.3
12 328+0.1 20+0.1 -33
Tiempo Incub. (Horas) Psg N APsy
Compuesto (nmBR) (mmHg)
1 282+09 22402 -4.5
2 282+08 2101 4.8
4 288+0.6 21+0.1 -4.3
TD-7
6 29.1+0.6 20+02 -5.1
10 306+1.0 20+0.1 -4.5
12 31.1+£07 20+02 -5.0

3 Coeficiente Hill; ® AP50 es (P50(control)-P50 (ejemplo)) expresado en
mmHg; Las mediciones se llevaron a caboen n 2 3. Los valores de control
de P50 revelan que aumentan constantemente, con la incubacién. Mientras
que los valores de P50 de 5 HMF parecen volver a la linea de base después
de 6 h, no hubo recuperacion de TD-7, incluso después de 12 h que sugiere
TD-7 tendra un efecto mas sostenido (Figura 2).

Ejemplo bioldgico 5.

Estudio de liberacién de Oxido nitrico (NO) para compuestos TD-1, TD-
7-1,8-1y TD-TD-9-1
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El ensayo de Griess se realiz6 en los compuestos de éster de nitrato de
desplazamiento izquierdo (TD-1, TD-7-1, 8-1-TD y TD-9-1) para medir la
liberacién de NO. Los ensayos de Griess comprende un ensayo
colorimétrico, que se utiliza para la deteccion de NO en forma de iones de
nitrito (NO2"). El NO liberado en solucién es altamente inestable, con una
vida media de la 1 a 30 seg. Se oxida rapidamente a (NO:) que es
detectada por el reactivo de Griess. En este método, primero el NO
reacciona con la sulfanilamida presente en el reactivo para formar una sal de
diazonio transitoria. Esta sal de diazonio reacciona adicionalmente con V-
naftil-etilendiamina (NED) para formar un compuesto azo estable que posee
un color purpura intenso. La absorbancia del compuesto azo se midié a 540
nm y se encontré que era directamente proporcional a la concentracion de
(NO;") en la muestra. El nitrito de sodio (NaN02) fue utilizado como un
estandar para el ensayo de Griess. muestras NaN02 en agua desionizada se
prepararon de concentraciones dentro del intervalo lineal del ensayo (1-100
uM). Las muestras se incubaron durante 30 min a 37 ° C, después de lo cual
se afadid reactivo de Griess y la absorbancia se midié a 540 nm. Las
absorbancias medidas se utilizaron para obtener una curva estandar (Figura
3). Para la medicion de la liberacion de (NO;") para todos los compuestos de
ensayo (TD-1, TD-7-1, 8-1 y TD-TD-9-1), las abscrbancias se extrapolaron a
partir de la curva estandar NaNO2.

En este ensayo, una solucién del compuesto de ensayo (1 ml de una
solucion 2 mM en tampén fosfato 0,1 M (pH 7,4)) se mezcl6 a fondo con una
solucién recién preparada de L-cisteina (1 ml de una solucién 36 mM en 0,1
M tampon fosfato, pH 7,4), y se incubaron a 37°C, durante 1 y 16 h en
condiciones anaerobias. Después de la exposicién al aire durante 10 min a
25°C, una parte alicuota del reactivo de Griess (1 ml) [recién preparada
mediante la mezcla de volimenes iguales de 1,0% sulfanilamida (preparado
y almacenado en acido fosférico acuoso al 5%) y 0,1% de N-naftilo
dihidrocloruro de etilendiamina en agua) se afadio a un volumen igual (1 ml)
de cada solucién de incubacion después de la mezcla. Después de 10 min,
se midié la absorbancia a 540 nm utilizando un Hewlett Packard (Agilent)
8,453 Espectroscopia UV-visible. Soluciones NaN02 de 1-100
concentraciones UM se utilizaron para preparar una curva estandar de nitrito
de absorbancia (nm) frente a la concentracion (uM). EI NO liberado

(cuantificada como la liberacién de (NO; ) en yM) se calculé a partir de la
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curva estandar de nitrito por extrapolacion de la absorbancia. Presencia de
(NO;") muestra la formacién de un color rosa, la intensidad de la cual es

directamente proporcional a la cantidad de (NO;") presente en la mezcla.

Tabla 4. Valores de absorcion y liberacion de (NO,") para compuestos TD-1,
TD-7 -1, 8-1y TD-TD-9-1.

5 = NO; release® (uM) NO; release” (uM)

Tiempo Incub. (Horas)

after 1 hour after 16 hours
TD-1 4.02 11.93
TD-7-1 7.61 59.25
TD-8-1 21.94 102.54
TD-9-1 20.45 78.66

2 La liberacién de (NO,") en uM fue calculada desde la curva estandar NaNO;
por extrapolacién de la absorbancia (nm) de los compuestos de ensayo
frente a la concentracion (uM) de NaNO; .

Los cuatro compuestos (TD-1, TD-7-1, 8-1 y TD-TD-9-1) mostraron liberacion
de éxido nitrico significativa (4,0 - el 21,9 pM rango en 1 h y el 59 - 102.5
gama PM a 16 h) tras la incubacion en presencia de L-cisteina. Se encontro
que la liberacion de NO después de 16 h de incubacion a ser 3-10 veces
mayor que 1 h de incubacién. A partir de la Tabla 4, se puede interpretar que
para todos los compuestos, se encuentra la liberacion NO en la forma de
NOJ a aumentar con el tiempo, con el TD-1, que muestra la menor liberacién,

mientras que TD-8-1 mostré la mayor liberacion.

Ejemplo biolégico 6

En Estudios in vitro anti-RBC drepanocitosis con Compuestos 5SHMF,
TD-1, TD-7 y TD-7-1
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El analisis in vitro RBC morfolégico (anti-formacién de células falciformes) se
llevé a cabo en el Hospital de Nifios de Filadelfia (por los Drs. Toshio
Asakura y Osheiza Abdulmalik). Los efectos antipolimerizante de 5 HMF, TD-
7 HCI, TD-7, TD-1, y TD-7-1 se estudiaron incubando suspensiones de
células SS en la ausencia o presencia de tres concentraciones diferentes de
los efectores en presencia de aire durante 1 hora a 37 ° C, seguido de
incubacion en 4% de oxigeno a 37 ° C durante 5 h. Todas las muestras se
pre-incubaron durante 1 h con diversos compuestos y después se incubaron
bajo 4% 02 durante 5 h. Hb tenia un hematocrito de 30%. Tabla 5 representa
las concentraciones de los efectores junto con el% de inhibicién de células
de formacién de células falciformes. Los hemolizados que habian sido
preparados a partir de células SS después de la incubacion con compuestos
de ensayo también se sometieron a HPLC de intercambio cationico como se
informé anteriormente (Abdulmalik et al., 2005). Tabla 5 muestra el efecto de
las diferentes concentraciones de los compuestos de ensayo sobre la
cantidad de Hb S modificada que refleja la formacion de aductos de base de

Schiff entre el aldehido aromatico y la proteina.

Tabla 5. Efectos de diversas concentraciones de los compuestos sobre la

inhibicion de la formacion de células falciformes de células SS.
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inhibicion de la formacion de

Compuesto Concentracion céhilas falcformes (%)
(mM)
0.5 4
1.0 17
SHMF
2.0 35
5.0 75
1.0 100
TD-7 HCI salt
2.0 100
5.0 100
0.5 95
1.0 95
TD-7
2.0 100
5.0 100
0.5 14
TD-8 1.0 20
2.0 38
0.5 26
TD-9 1.0 35
2.0 57
0.5 72
TD-7-1 1.0 100
2.0 100

Los efectos anti-drepanocitosis de 5 HMF, TD-7, TD-7 sal HCI, TD-1, y TD-7-
1 fueron estudiados y los resultados mostrados en la Tabla 5 y la Figura 4 (%
de inhibicioén). En ausencia de compuestos de ensayo, aproximadamente el
95% de la Hb se sometié a formacion de células falciformes en 5 h. En
presencia del control positivo, 5 HMF, el porcentaje de las células falciformes
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se redujo de una manera dependiente de la dosis con 4, 17, 35y 75% de
inhibici6n a 0,5 mM, 1 mM, 2 mM y la concentracion de 5 mM,
respectivamente. En comparacion, TD-1, el andlogo de éster de nitrato de
5HMF mostré sélo una modesta disminucion en el efecto anti-formacion de

células falciformes (No se muestra en la Tabla).

Esta observacion puede deberse en parte a la mala paso de la membrana de
glébulos rojos. Sorprendentemente TD-7, ya sea la base libre o sal HCI,
mostré un efecto anti-formacion de células falciformes muy potente, tanto
como la inhibicién de 95% a una concentracion de 0,5 mM. A efecto de
meseta se observé como la concentracién de TD-7 se increment6. La sal de
HCI soluble en agua de TD-7 curiosamente apenas mostro ningun efecto
antipolimerizante a 0,5 mM, pero notablemente inhibida 100% falciforme en
1,0 mM que muestra una meseta con el aumento de concentracion de
farmaco. INN-312, el control positivo de segunda generacion, también se
redujo el porcentaje de células falciformes de una manera dependiente de la
dosis, pero en 0.5 mM que sélo inhibe formacién de células falciformes a
15% en comparacion con el 95% en TD-7. TD-7-1, el nitrato de éster de TD-
7, aunque la prevencion de RBC formacion de células falciformes,
hemolizados el RBC en concentraciones mdas altas de drogas. Ademas,
parece a engrosar/hidratar la RBC debido a la posible absorcion intracelular
de agua, que podria ser beneficioso para contrarrestar la rigidez de las
células falciformes. TD-8 y TD-9 que no eran tan potentes como el analogo
TD- 7 con solamente la inhibicién de 38 y 57% de formacion de células
falciformes RBC, respectivamente a 2 mM. En comparacion, la vainillina, que
es la matriz de la estructura para el INN y compuestos TD, sélo se inhibi6 el

12% de gldbulos rojos falciformes a 5 mM.
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REIVIDICACIONES.

1. Un compuesto de la férmula:

R4 R
OHC 7 (ch ;
£ i
U
p(HC) Rs
\
Rz

en el que R1 y R4 son iguales o diferentes y son H, OH, alquilo, alcoxi,
halégeno, arilo o arilo O-; y M y Q son diferentes y son O 6 (CHz)q; y R2y R3
son iguales o diferentes y son H u OH; y X 6 Y 6 Z son iguales o diferentes y
son C 6 N; ynes 0-5;y p es 0-5; y q es 0-5; con la condicién de que cuando
M es O, entonces o bien n es 1-5 0 R1 no es H; y sales de los mismos.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que R1 es H; y M
es O;yR2es H; y R3 es OH; y p es 0; y sales de los mismos.

3. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:

CHO = |

ijo "
HsCO

4. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:

’(
@)
= 5

CHO

/4

(0] I OH
OCH;, =

5. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:
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CHO Z |

OCHj

6. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:

S OH - HCI
o N C

H3CO

7. Un método para tratar una enfermedad de células falciformes sujeto que
tiene (SCD), que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la reivindicacién 1.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el compuesto es

CHO ~ |

HaCO

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el compuesto es

CHO
E >\ N
(e] | < OH
OCHj3 Pz
10. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el compuesto es

@0 Sy OH

OCH,
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11. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el compuesto es

CHO 7 I

H .
0 \N o) HCI

HsCO

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que se administra al
sujeto de aproximadamente 20 MgO sobre 500 mg del compuesto.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que se administra al
sujeto de aproximadamente 20 MgO sobre 300 mg del compuesto.

14. El método segun la reivindicacion 7, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 MgO sobre 200 mg del compuesto.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que se administra al
sujeto de aproximadamente 20 MgO sobre 100 mg del compuesto.

16. El método segun la reivindicacién 7, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 50 mg del compuesto.

17. El método segun la reivindicacién 7, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto.
18. El método segun la reivindicacién 7, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 300 mg del compuesto.
19. El método segun la reivindicacion 7, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 200 mg del compuesto.
20. El método segun la reivindicacion 7, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 500 mg a aproximadamente 10.000 mg del
compuesto.

21. El método segun la reivindicacién 7, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 1,000 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto.
22. El método segun la reivindicacion 7, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 5,000 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto.

23. Un compuesto de la formula:

o
M

OHC—L »

~J(CHyn

|
ONO,
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en la que n es 0-5; y sales de los mismos.
24. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 23, que tiene la siguiente

\Ei>F“/ONOZ.

25. Un método para tratar una enfermedad de células falciformes sujeto que

estructura

OHC

tiene (SCD), que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la reivindicacion 23.

26. El método segun la reivindicacion 25, en el que el compuesto es

O ONO,
| Wt

27. El método segun la reivindicacion 25, en el que se administra al sujeto de

OHC

aproximadamente 20 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto.

28. El método seguin la reivindicacién 25, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 300 mg del compuesto.

29. El método segun la reivindicacién 25, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 200 mg del compuesto.

30. El método segun la reivindicacién 25, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 100 mg del compuesto.

31. El método segun la reivindicacion 25, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 50 mg del compuesto.

32. El método segun la reivindicacion 25, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto.
33. El metodo segun la reivindicacion 25, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 300 mg del compuesto.
34. El método segun la reivindicacién 25, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 200 mg del compuesto.
35. El método segun la reivindicacion 25, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 500 mg a aproximadamente 10.000 mg del
compuesto.

36. El método segun la reivindicacion 25, en el que se administra al sujeto de

aproximadamente 1,000 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto.
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37. El método segun la reivindicacion 25, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 5,000 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto.

38. Un compuesto de la formula:

R4 - R3
OHC = £ i
M. XN A2
SX
p(HC) R4
\
Rz

en el que R1 y R4 son iguales o diferentes y son H, OH, alquilo, alcoxi,
halégeno, arilo o O-arilo; y M y Q son diferentes y son O 6 (CHz)q; y R2y R3
son los mismos y son ONO; o diferente con ya sea como ONO; y el otro
comoHuOH; y X6Y 6 Zson iguales o diferentesy son Co N; ynes 0-5; y
p es 0-5; y q es 0-5; y sales de los mismos.

39. Un compuesto segtin la reivindicacion 38, enelque R1es H; yMes O; y
R2 es H; y R3 es ONO:. y p es 0; y sales de los mismos.

40. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 38, que tiene la siguiente

estructura:

CHO /l

H3CO

41. Un compuesto segun la reivindicacién 38, que tiene la siguiente

estructura:

OCHj

CHO
E;\ N

0N Y oNe,
Z

42. Un compuesto segun la reivindicacion 38, que tiene la siguiente

estructura:
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OCHg

43. Un método para tratar una enfermedad de células falciformes sujeto que
tiene (SCD), que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la reivindicacion 38.

44. El método segun la reivindicacion 43, en el que el compuesto es

CHO - |

HsCO

45. El método segun la reivindicacién 43, en el que el compuesto es

OCH,

CHO
[ >\ N
O | ~ ONO,
¥
46. El método segun la reivindicacion 43, en el que el compuesto es

CHO . l
(e

OCHs

47. El método segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto.
48. El método segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 300 mg del compuesto.
49. El metodo segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 200 mg del compuesto.
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50. El método segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 100 mg del compuesto.

51. El método segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 50 mg del compuesto.

52. El método segun la reivindicacion 43, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 500 mg del compuesto.
53. El método segun la reivindicacion 43, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 300 mg del compuesto.
54. El método segun la reivindicacién 43, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 100 mg a aproximadamente 200 mg del compuesto.
55. El método segun la reivindicacion 43, en el que el sujeto se administra
desde aproximadamente 500 mg a aproximadamente 10.000 mg del
compuesto.

56. El método segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de
aproximadamente 1,000 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto.
57. El método segun la reivindicacion 43, en el que se administra al sujeto de

aproximadamente 5,000 mg a aproximadamente 10.000 mg del compuesto.
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PATENTE DE INVENCION

DERIVADOS DE ESTER DE NITRATOS DE ALDEHIDOS AROMATICOS
CON MULTIPLES PROPIEDADES FARMACOLOGICAS PARA TRATAR
LA ENFERMEDAD DE CELULAS FALCIFORMES

RESUMEN

La invencion proporciona nuevos compuestos de aldehido aromaticos que
tienen mayor potencia en el aumento de la afinidad de la Hb por el oxigeno,
mayor potencia para la prevencion de formacion de células falciformes y
propiedades farmacolégicas adicionales que mejoran otros sintomas de la
drepanocitosis (SCD). La invencion proporciona ademas métodos para el
tratamiento de la SCD proporcionando un sujeto que tiene la SCD con un

compuesto de acuerdo con la invencion.
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ESTER NITRATES DERIVATIVES OF AROMATIC
ALDEHYDES WITH MULTIPLE PHARMALOGIC
PROPERTIES TO TREAT SICKLE CELL DISEASE

BACKGROUND OF THE INVENTION

Ficld of the invention

The invention relates to aromatic aldehydes and their use in the treatment of Sickle Cell
Disease.

Summary of the related art

Sickle cell disease (SCD) is the consequence of substitution of Glu by Val in the 6™
position of the B-globin chain of hemoglobin (Hb) resulting in the formation of sickle Hb (HbS).
Intracellular polymerization of deoxygenated sickle Hb into long, rigid and insoluble fibres
causes the pathophysiology associated with SCD; facilitating a cascade of adverse events that
include decreased nitric oxide (NO) bioavailability, endothelial cell activation, compensatory
vasoconstriction, increase in neutrophil count, adhesion of red blood cells (RBCs) to tissue
endothelium, vaso-occlusionand impaired microvascular blood flow. The clinical condition is
characterized by chronic hemolytic anemia, frequent and severe painful crises, and multi-system
pathology that impact nearly every organ.

Individuals with SCD have shown significant levels of pro-inflammatory cytokines, such
as TNF-a which can trigger the painful vaso-occlusive crises and lead to the emergence of
infectious and inflammatory episodes. TNF-a also stimulates production of free radicals and
other inflammatory mediators, such as 1L-1 and PGE2, and induce changes in coagulant and
anticoagulant properties. Individuals with SCD have also shown decreased NO physiological
levels in vascular endothelium that have also been linked to hemolysis, inflammation, vaso-
occlusion and multiple organ stress. Produced naturally by the vascular endothelium, NO
provides favorable microvasculature effects (i.e., dilation and increased blood flow), and also
possesses anti-inflammatory properties.

Hydroxyurea (HU) is the only drug approved for treating SCD. When metabolized in
vivo it releases NO which is responsible for inducing gamma globin expression and the
formation of fetal Hb (HbF). Several NO-donor compounds, such as S-nitrosocysteine,
detaNONOate and thalidomides have also been shown to increase gamma-globin expression.

HDF is able to prevent RBC sickling by inhibiting HbS polymerization. The NO also has a direct

2
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positive vasodilation and anti-inflammation effects, as well as inhibition of platelet aggregation;
reducing the severity and duration of vaso-occlusive crises. Nonetheless, it has been reported that
HU treatment stimulates the production of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a, IL-1A,
IL-1B, etc., counteracting the beneficial effects of the drug.

Delivery of oxygen to tissues is partly influenced by the affinity of Hb for oxygen. In
normal circulation, oxygen is increasingly released in the following order - in larger vessels, at
the arterioles, and at the capillarics. However, in patients with SCD, the existing compensatory
low oxygen affinity (Psy = 32+2 mm Hg; normal Ps; = 2642 mm Hg), paradoxically causes more
oxygen to be rcleased at the arteries and arterioles. Vasoconstriction, which occurs at the
arterioles to counteract this process, cxacerbates the untoward cell sickling, vaso-occlusion, and
inefficient tissue oxygenation at the capillaries. Several aromatic aldehydes, such as vitamin B6
(pyridoxal), vanillin, pyridyl derivatives of vanillin (INN compounds), 12C79 and 5-HMF have
been studied that show promise in preventing tissue hypoxia by increasing the oxygen affinity of
sickle Hb and ensuring availability of more oxygen at the capillaries. Some of these compounds
also stercospecifically inhibit polymer formation. SHMF, a non-toxic by-product of sugar
metabolism is currently being studied by NIH/Baxter for treating SCD.

There is a need for new compounds that have greater potency in increasing the affinity of
Hb for oxygen, greater potency for preventing sickling, and additional pharmacologic propertics

that ameliorate other symptoms of SCD.
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BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

The invention relates to aromatic aldehydes and their use in the treatment of Sickle Cell

Discase. The invention provides new compounds that have greater potency in increasing the
affinity of Hb for oxygen, greater potency for preventing sickling, and additional pharmacologic
properties that ameliorate other symptoms of SCD. The invention further provides methods for
treating SCD by providing a subject having SCD with a compound according to the invention.

In a first aspect, the invention provides new anti-sickling aromatic aldchydes that have
greater potency for increasing the affinity of hemoglobin (Hb), and especially sickle cell Hb
(scHb) and/ or reducing the ability of scHb to polymerize, thus reducing the sickling of sickle red
blood cells.

Compounds according to the invention have the formula:

R4 R
OHC\ M. /LX /T(CHZ)H

p(HC) Ra
N
Rz

wherein R1 and R4 are the same or different and are H, OH, alkyl, alkoxy, halogen, aryl or O-
aryl; and M and Q are different and are O or (CH,)q; and R2 and R3 are the same or different
and are H or OH; and X or Y or Z are the same or different and are C or N; and n is 0-5; and p is
0-5; and q is 0-5; with the proviso that when M is O, then either n is 1-5 or R1 is not H; and salts

thereof.

Representative compounds selected from the group above include:

CHO @
/©,o Sy OH
HaCO
TD-7,
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CHO
ﬁ;lo o
OCH; Z
TD-8

L \/[/l/
©/o Sy OH

OCH,
TD-9 and

CHO @
/@,o Sy OH - HCl

HsCO
TD-7 HCL.

In a second aspect, the invention provides new aromatic aldehydes that are metabolized
to produce NOs and anti-sickling aromatic aldehydes. Compounds according to this aspect have

a structure selected from:

R4 R
OHC 'z (ch ;
ﬂ\f\TM‘.Q \X/
JX
p(HC)  Ra
X
Ra
and
0]
n
OHC—-
Q\(CHZ)H
|
ONO,

wherein R1 and R4 are the same or different and arec H, OH, alkyl, alkoxy, halogen, aryl or O-
aryl; and M and Q are different and are O or (CH;)q; and R2 and R3 are the same and are ONO,

or different with either as ONO, and the other as H or OH; and X or Y or Z are the same or
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different and are C or N; and n is 0-5; and p is 0-5; and q is 0-5; and salts thereof. In some
embodiments, R1 is H; and M is O; and R2 is H; and R3 is ONO»; and p is 0.

Representative compounds sclected from the group above include:

OHC_ o ONO,
)~

TD-1,

HaCO
TD7-1,

OCHj

CHO
i“o IN\ ONO,
-

TD8-1 and
cHo A
@/) Sy ONO,

OCH,4

TD9-1.

In a third aspect, the invention provides methods for treating a subject having sickle cell
disease (SCD), comprising administering to the subject a therapeutically effective amount of one
or more compound selected from the compounds according to the first or second aspect of the

invention.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 shows results of oxygen equilibrium curve studies for 5-HMF and compounds TD-7,
TD-7-1, TD-8, TD-8-1, TD-9 and TD-9-1.

Figure 2 shows the effect of incubation time on Hb affinity for O, with whole blood for 5-HMF
and compound TD-7.

Figure 3 shows results of a NO release study for compounds TD-1, TD-7-1, TD-8-1 and TD-9-1.
Figure 4 shows inhibition of sickling of SS cells by test compounds under 4% O at 37 °C for 5

h.

Fig. 5A shows binding of TD-7 (green) in deoxyHb. Fig. 5B shows a close view of TD-7 (yellow)

interaction with the oF helix of the protein (green)
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DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS
The invention relates to aromatic aldehydes and their use in the treatment of Sickle Cell
Discase. The invention provides new compounds that have greater potency in increasing the
affinity of Hb for oxygen, greater potency for preventing sickling, and additional pharmacologic
propertics that ameliorate other symptoms of SCD. The invention further provides methods for

treating SCD by providing a subject having SCD with a compound according to the invention.

In a first aspect, the invention provides new anti-sickling aromatic aldehydes that have
greater potency for increasing the affinity of hemoglobin (Hb), and especially sickle cell Hb
(scHb) and/ or reducing the ability of scHb to polymerize, thus reducing the sickling of sickle

cell red blood cells. Compounds according to the invention have the formula:

R4 R.
OHC o (ch ;
£ (CHy)n

E\’\TM\Q \X fY

X

p(HC) Ry
X
R2

wherein R1 and R4 are the same or different and are H, OH, alkyl, alkoxy, halogen, aryl or O-
aryl; and M and Q are different and are O or (CH;)q; and R2 and R3 are the same or different
and are H or OH; and X or Y or Z are the same or different and are C or N; and n is 0-5; and p is
0-5; and q is 0-5; with the proviso that when M is O, then cither n is 1-5 or R1 is not H; and salts

thereof.

Representative compounds selected from the group above include:
CHO = I

O ~

N CH

HyCO
TD-7,
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CHO
i &) | Ns OH
OCH3 Z

8

TD-

OCH,
TD-9 and

CHO 3
/@,o Sy OH - HCl

TD-7 HCL

HsCO

In a second aspect, the invention provides new aromatic aldehydes that are metabolized
to produce NO, and anti-sickling aromatic aldehydes. Compounds according to this aspect have

a structure selected from:

R4 R
OHC o ch ;
£_chgn
H\"\TM, Q “‘-x/Y
/X
p(H,C) Re
N
Rz
and
0
OHC—EJQ
(CHz)n
|
ONO,
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wherein R1 and R4 are the same or different and are H, OH, alkyl, alkoxy, halogen, aryl or O-
aryl; and M and Q are different and are O or (CH,)q; and R2 and R3 are the same and are ONO;
or different with either as ONO; and the other as H or OH; and X or Y or Z are the same or
different and are C or N; and n is 0-5; and p is 0-5; and q is 0-5; and salts thereof. In some
embodiments, R1 is H; and M is O; and R2 is H; and R3 is ONO,; and p is 0; and salts thereof.

Representative compounds selected from the group above include:

O  ONO,
|V

TD-1,

CHO = |

TD7-1,

OHC

HsCO

CHO
[ :1\ N
O Y ToNe;
=

OCH,

TDS8-1 and
CHO = |
(o) \N ONO,
OCH,
TDO-1.

10
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In a third aspect, the invention provides methods for treating a subject having sickle cell
disease (SCD), comprising administering to the subject a therapeutically effective amount of one
or more compound selected from the compounds according to the first or second aspect of the
invention.

In some embodiments the subject is administered from about 20 mg to about 500 mg of
the compound. In some embodiments the subject is administered from about 20 mg to about 300
mg of the compound. In some embodiments the subject is administered from about 20 mg to
about 200 mg of the compound. In some embodiments the subject is administered from about 20
mg to about 100 mg of the compound. In some ecmbodiments the subject is administered from
about 20 mg to about 50 mg of the compound.

In some embodiments the subject is administered from about 100 mg to about 500 mg of
the compound. In some embodiments the subject is administered from about 100 mg to about
300 mg of the compound. In some embodiments the subject is administered from about 100 mg
to about 200 mg of the compound.

In some embodiments the subject is administered from about 200 mg to about 500 mg of
the compound. In some embodiments the subject is administered from about 200 mg to about
300 mg of the compound.

In some embodiments the subject is administered from about 500 mg to about 10,000 mg
of the compound. In some embodiments the subject is administered from about 1,000 mg to
about 10,000 mg of the compound. In some embodiments the subject is administered from about

5,000 mg to about 10,000 mg of the compound.

Administration of the compounds can be by any suitable route, including, without
limitation, parenteral, oral, sublingual, transdermal, topical, intranasal, inhalation, intratracheal,
or intrarectal. In some preferred embodiments, administration is orally, by injection, or by
inhalation.

The compounds used in the present invention may be present in any suitable diluent
(including water), carrier or excipient,
The compounds used in the method of the present invention may form salts which are also

within the scope of this invention. The term “salt(s)”, as employed herein, denotes acidic and/or
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basic salts formed with inorganic and/or organic acids and bases. Pharmaceutically acceptable
(i.c., non-toxic, exhibiting minimal or no undesired toxicological effects, physiologically
acceptable) salts are preferred.

As used herein, the term “pharmaccutically acceptable salts” is intended to mean salts that
retain the desired biological activity of the compounds and exhibit minimal or no undesired
toxicological effects. Examples of such salts include, but are not limited to, salts formed with
inorganic acids (for example, hydrochloric acid, hydrobromic acid, sulfuric acid, phosphoric
acid, nitric acid, and the like), and salts formed with organic acids such as acetic acid, oxalic
acid, tartaric acid, succinic acid, malic acid, ascorbic acid, benzoic acid, tannic acid, palmoic
acid, alginic acid, polyglutamic acid, naphthalenesulfonic acid, naphthalenedisulfonic acid,
methanesulfonic acid, p-toluenesulfonic acid and polygalacturonic acid. Other salts include
pharmaceutically acceptable quatemary salts known by those skilled in the art, which
specifically include the quaternary ammonium salt of the formula --NR+Z--, wherein R is
hydrogen, alkyl, or benzyl, and Z is a counterion, including chloride, bromide, iodide, --O-alkyl,
toluenesulfonate, methylsulfonate, sulfonate, phosphate, or carboxylate (such as benzoate,
succinate, acetate, glycolate, malcate, malate, citrate, tartrate, ascorbate, benzoate, cinnamoate,
mandeloate, benzyloate, and diphenylacetate).

A “therapeutically effective amount” is an amount sufficient to alleviate or eliminate
signs or symptoms of the disease.

Without wishing to be bound by theory, we have determined the binding of TD-7 in
deoxyHDb to help elucidate its antisickling activity. Two molecules of TD-7 bind in a symmetry-
related fashion at the o-cleft of the Hb, the aldehydes forming Schiff-base interaction with the
two a-subunits N-terminal Vall nitrogens (Fig. SA). Formation of the Schiff-base disposes the
methoxy-pyridine-methoxyl substituent group toward the mouth of the central water cavity,
where the hydroxyl of the methoxyl makes hydrogen-bond interactions with the amide nitrogen
and oxygen atoms of aAsp75 and a.Asp74, respectively (Fig. 5B); both residues located on the
aF-helix. These interactions appear to perturb the aF-helix, as well as result in a significant
conformational change in the side-chain of aAsn78. The aF-helix residue, Asn78 has been
implicated in stabilizing the Hb S fiber, and the Hb variant, Stanelyville (0 Asn78 < aLsy78) is
known to inhibit Hb S polymerization and RBS sickling.”’ Thus, not only does TD-7 increase

the oxygen affinity of Hb by binding at the a-cleft and restraining the two a-subunits from
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transitioning from the oxyHb to the deoxy Hb conformation as previously described for SHMF;
based on the structure it seems that the improved potency of TD-7 is also in part due to increased
perturbation of the aF-helix that leads to increased destabilization of the aF-helix mediated

polymer contact.
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The following examples are provided to further illustrate certain preferred embodiments
of the invention and are not intended to be construed as limiting the scope of the invention.
Synthesis Example 1
5-Nitrooxymethyl furfural (TD-1):

\[f}_/omz

Compound TD-1 was prepared according to literature procedure for a similar compound.
(Gavrila, A.; Andersen, L.; Skrydstrup, T., Tetrahedron Lett. 2005, 46, 6205-6207.)

Trifluoroacetic anhydride (5.5 mL, 2 mmol) was added to a suspension of lithium nitrate

OHC

(2.7 g, 2 mmol) in anhydrous CH3CN (30 mL) at 20 °C. The reaction mixture was stirred until
clear (30 min) and cooled to 0 °C (ice-bath). Sodium carbonate (4.2 g, 2 mmol) and 5-
(hydroxymethyl) furfural (2.5 g, 1 mmol) were added together and the reaction mixture was
allowed to stir for 7 h at 0 °C (ice-bath). The reaction mixture was poured into an ice-cold
solution of saturated NaHCO; and extracted with EtOAc (2 x 10 mL). The combined organic
portion was washed with brine (10 mL), dricd over Na,SO4 and evaporated under reduced
pressure to yield a crude product. The crude residue was purified by column chromatography
(petroleum ether/EtOAc; 2:1) to afford 2.9 g (85%) of TD-1 as a colorless viscous oil: IR (KBr,
em™): 1678 (C=0), 1631, 1276 (NO;), 845 (ON); 'H-NMR (CDCls): & 5.48 (s, 2H, CH,), 6.73
(d,J=3.5 Hz, 1H, ArH), 7.25 (d, J = 3.6, 1H, ArH), 9.68 (s, IH, CHO); “C-NMR (CDCl): &
177.9, 153.4, 151.5, 120.9, 114.5, 65.4. Anal. Calcd for (CcHsNOs) C, 42.12; H, 2.95; N, 8.19.
Found: C, 42.02; H, 2.86; N, 8.26. The purity of the compound was checked by HPLC and was
found to be 98.8% pure.
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Synthesis Example 2

2-((6-(Hydroxvmethyl)pvridin-2-yl)methoxv)-5-methoxybenzaldehvde (TD-7):

CHO = ‘

H
(0) \N (0]

H,CO

Compound TD-7 was prepared according to literature procedure for a similar compound.

(Nnamani, I. N_; Joshi, G. S.; Danso-Danquah, R.; Abdulmalik, O.; Asakura, T.; Abraham, D. J.;

Safo, M. K., Chem. Biodivers. 2008, 5, 1762-1769.)
A mixture of 2-hydroxy-5-methoxybenzaldehyde (0.20 mL, 1.5 mmol), 6-
(bromomethyl)-2-pyridinemethanol (0.30 g, 1.5 mmol), and K»COs (0.25 g, 1.8 mmol) in

anhydrous DMF (20 mL) was allowed to stir at room temperature for 12 h. The reaction mixture

was diluted with EtOAc (20 mL), washed with H,O (2 x 20 mL), brine (2 x 10mL), dried over

NayS0;4 and evaporated under reduced pressure to yield a crude product. The residue was

purified by column chromatography (petroleum ether/EtOAc; 1:1) to yield 0.32g (78%) of TD-7

as a yellow-colored solid: mp 84-85 °C; IR (KBr, cm™): 3396 (O-H), 1678 (C=0); 'H-NMR

(CDCls): 8 3.51 (s, 1H, OH), 3.81 (s, 3H, OCH3), 4.79 (s, 2H, CH), 5.29 (s, 2H, CH,), 6.99 (d,J

=9.0 Hz, 1H, ArH), 7.09-7.13 (dd, /=9.0, 3.2 Hz, 1H, ArH), 7.21 (d, /= 7.7 Hz, 1H, ArH),
7.37(d,J=3.2 Hz, 1H, ArH), 7.43 (d, /= 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.74 (t, 1H, ArH), 10.58 (s, 1H,
CHO); “C-NMR (CDCly): & 189.24, 158.80, 155.61, 154.17, 154.17, 137.66, 125.56, 123.40,
119.84, 119.64, 114.92, 110917, 71.65, 64.02, 55.86. MS (ESI) m/z found 274.15 (M + H) ",
296.14 (M + Na)'. The purity of the compound was checked by HPLC and was found to be
97.8% pure.

15
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Synthesis Example 3

2-((6-(Hvdroxymethvl)pyridin-2-vl)methoxv)-4-methoxvbenzaldehyde (TD-9):

©/O \N OH

OCH;

Compound TD-9 was prepared according to literature procedure for a similar compound.
(Nnamani, 1. N.; Joshi, G. S.; Danso-Danquah, R.; Abdulmalik, O.; Asakura, T.; Abraham, D. J.;
Safo, M. K., Chem. Biodivers. 2008, 5, 1762-1769.)

A mixture of 2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (113 mg, 0.74 mmol), 6-
(bromomethyl)-2-pyridinemethanol (150 mg, 0.74 mmol), and K»COa (123 mg, 0.90 mmol) in
anhydrous DMF (20 mL) was stirred at room temperature for 12 h. The reaction mixture was
diluted with EtOAc (20 mL), washed with H,O (2 x 20 mL), brine (2 x 10mL), dried over
Na;SO, and evaporated under reduced pressure to yield a crude product. The crude was purified
by column chromatography (petroleum ether/EtOAc; 1:1) to yield 190 mg (94%) of TD-9 as a
yellow-colored solid; mp 104-105 °C; IR (KB, cm'I): 3153 (O-H), 1599 (C=0); 'H-.NMR
(CDCl5): 6 3.58 (s, 1H, OH), 3.85 (s, 3H, OCH3), 4.78 (d, 2H, CH,), 5.30 (s, 2H, CH,), 6.53 (d, J
=2.2 Hz, 1H, ArH), 6.60 (d, /= 2.16 Hz, 1H, ArH), 7.22 (d, /= 7.68 Hz, 2H, ArH), 7.47 (d, /=
7.76 Hz, 2H, ArH), 7.76 (t, 1H, ArH), 7.85 (d, J = 8.64 Hz, 1H, ArH), 10.43 (s, 1H, CHO); "*C-
NMR (CDClz): 8 166.16, 162.27, 158.67, 155.51, 137.74, 131.04, 119.85, 119.69, 118.1, 106.68,
99.16, 70.85, 63.87, 55.66. MS (ESI) m/z found 274.11 (M + H)", 296.09 (M + Na) . The purity
of the compound was checked by HPLC and was found to be 96.9% pure.

16



e

WO 2015/027067 PCT/US2014/052099

Synthesis Example 4
3-((6-(Hydroxymethyl)pvridine-2-yl)methoxy)-4-methoxvbenzaldehvde (TD-8):

CHO
QO/\EN;\(\OH
OCH; /

Compound TD-8 was prepared according to literature procedure for a similar compound.
(Nnamani, I. N.; Joshi, G. S.; Danso-Danquah, R.; Abdulmalik, O.; Asakura, T.; Abraham, D. J.;
Safo, M. K., Chem. Biodivers. 2008, 3, 1762-1769.)

A mixture of 3-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (200 mg, 1.0 mmol), 6-(bromomethyl)-
2-pyridinemethanol (152 mg, 1.0 mmol), and potassium carbonate (165 mg, 1.2 mmol) in
anhydrous DMF (20 mL) was stirred at room temperature for 12 h. The reaction mixture was
diluted with EtOAc (20 mL), washed with H,O (2 x 20 mL), brine (2 x 10mL), dried over
Na,S04 and evaporated under reduced pressure to yield a crude product. The crude product was
purified by column chromatography (petroleum ether/EtOAc; 1:1) to yield 220 mg (80%) of TD-
8 as a white-colored solid: mp 120-121 °C; IR (KBr, cm'): 3176 (O-H), 1681 (C=0); 'H-NMR
(CDCl): & 3.65 (s, 1H, OH), 4.00 (s, 3H, OCH3), 4.78 (d, 2H, CH,), 5.32 (d, 2H, CH,), 7.03 (d,
J=28.72 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, /= 7.68 Hz, 1H, ArH), 7.44-7.51 (m, 3H, ArH), 7.71 (t, 1H,
ArH), “C-NMR (CDCl): & 190.66, 155.53, 154.95, 137.54, 130.11, 126.88, 119.99, 119.60,
111.92, 110.98, 158.79, 71.40, 63.90, 56.22. MS (ESI) m/z found 274.11 (M + H)", 296.09 (M +
Na)'. The purity of the compound was checked by HPLC and was found to be 99.5% pure.

17



WO 2015/027067 PCT/US2014/052099

Synthesis Example 5
6-((2-Formyl-4-methoxyphenoxy)methyl)pyridin-2-yl)methvl nitrate (TD-7-1)

cHo  (#
/@,o\m,onoz

HsCO

Compound TD-7-1 was prepared according to literature procedure for a similar
compound. (Fotopoulou, T.; Iliodromitis, E. K.; Koufaki, M.; Tsotinis, A.; Zoga, A.; Gizas, V.;
Pyriochou, A.; Papapetropoulos, A.; Andreadou, 1.; Kremastinos, D. T., Bioorg. Med. Chem.
2008, /6,4523-4531.)

Silver nitrate (76 mg, 0.45 mmol) was added to a solution of 2-((6-
(bromomethyl)pyridin-2-yl)methoxy)-5-methoxybenzaldehyde (100 mg, 0.3 mmol) in anhydrous
CH;CN (5 mL). The reaction mixture was allowed to stir at 80 °C for 2 h. The reaction mixture
was filtered through celite and washed with CH,Cl, (15 mL), and evaporated under reduced
pressure to yield a crude product. The crude residue was purified by column chromatography
(petroleum ether/EtOAc; 5:1) to yield 80 mg (83.78%) of TD-7-1 as a white-colored solid: mp
92-93 °C; IR (KBr, cm™): 1664 (C=0), 1632 (NO,), 1274 (NO,), 872 (ON); 'H-NMR (CDCl):
0 3.81 (s, 3H, OCH,), 5.28 (d, 2H, CH>), 5.56 (s, 2H, CH,), 6.98 (d, /= 9.08Hz, 1H, ArH), 7.10-
7.13 (dd, J=9.08, 3.28 Hz, 1H, ArH), 7.33-7.37 (dd,./= 8.4, 3.24 Hz, 2H, ArH), 7.53 (d, J =
7.84 Hz, 1H, ArH), 7.80 (t, 1H, ArH), 10.57 (s, 1H, CHO); “C-NMR (CDCl): & 189.18, 157.08,
155.20, 154.20, 152.50, 138.05, 125.52, 123.38, 121.27, 121.19, 114.85, 111.00, 74.15, 71.51,
55.85. MS (ESI) m/z found 319.09 (M + H), 341.07 (M + Na) . The purity of the compound was
checked by HPLC and was found to be 94.5% pure.
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Synthesis Example 6
2-((6-(Bromomethyl)pyridin-2-yl)methoxy)-5-methoxybenzaldehyde:

CHO g |

t O A,
HsCO

2-((6-(Bromomethyl)pyridin-2-yl) methoxy)-5-methoxybenzaldehyde, a precursor for

Br

the synthesis of TD-7-1 was prepared according to literature procedure for a similar procedure.
(Fotopoulou, T.; lliodromitis, E. K.; Koufaki, M.; Tsotinis, A.; Zoga, A.; Gizas, V.; Pyriochou,
A.; Papapetropoulos, A.; Andrcadou, 1.; Kremastinos, D. T., Bioorg. Med. Chem. 2008, 16,
4523-4531.). Triphenylphosphine (140 mg, 0.6 mmol) and tetrabromomethanc (180 mg, 0.6
mmol) was added to a solution of 2-((6-(hydroxymethyl)pyridin-2-yl)methoxy)-5-
methoxybenzaldehyde (100 mg, 0.4 mmol) in anhydrous CH>Cl, (6 mL). The reaction mixture
was allowed to stir for 2 h at room temperature. The reaction mixture was neutralized with
saturated NaHCO3 at 0 °C (ice-bath) and extracted with EtOAc (10 mL). The organic portion
was washed with brine (2 x 10 mL), dried over Na;SO4 and evaporated under reduced pressure

to yicld a crude product. The erude was purified by column chromatography (petroleum

ether/EtOAc; 5:1) to yield 100 mg (74.6%) as a yellow — colored solid: 'H-NMR (CDCl3): 6 3.81

(s, 3H, OCH3), 4.56 (s, 2H, CH»), 5.28 (d, 2H, CH3), 6.98 (d, /= 9.08 Hz, 1H, ArH), 7.10 - 7.13
(dd, J=9.08, 3.28 Hz, 1H, ArH), 7.33 - 7.37 (dd, J= 8.4, 3.24 Hz, 2H, ArH), 7.53 (d, /= 7.84
Hz, 1H, ArH), 7.80 (t, 1H, ArH), 10.58 (s, 1H, CHO). The following compound was used for the
synthesis of TD-7-1.

Synthesis Example 7

(6~((5-Formyl-2-methoxyphenoxy)methyl)pyridin-2-yl)methyl nitrate (TD-8-1)

CHO

N
O Y owe,
OCHs _
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Compound TD-8-1 was prepared according to literature procedure for a similar
compound. (Fotopoulou, T.; Iliodromitis, E. K.; Koufaki, M.; Tsotinis, A.; Zoga, A.; Gizas, V.;
Pyriochou, A.; Papapetropoulos, A.; Andreadou, 1.; Kremastinos, D. T., Bioorg. Med. Chenm.
2008, /6, 4523-4531.). Silver nitrate (76 mg, 0.45 mmol) was added to a solution of 3-((6-
(bromomethyl)pyridine-2-yl)methoxy)-4-methoxybenzaldehyde (100 mg, 0.3 mmol) in
anhydrous CH:CN (5 mL). The reaction mixture was allowed to stir at 80 °C for 2 h. The
reaction mixture was filtered through celite and washed with CH,Cl; (15 mL) and evaporated
under reduced pressure to yield a crude product. The crude was purificd by column
chromatography (pctrolcum cther/EtOAc; 5:1) to yicld 94 mg (98%) of TD-8-1 as a ycllow-
colored solid: mp 43-44 °C; IR (KBr, cm’): 1683 (C=0), 1632 (NO), 850 (ON); 'H-NMR
(CDCL): 8 3.99 (s, 3H, OCH3), 5.31 (s, 2H, CH,), 5.57 (s, 2H, CH3), 7.02 (d, J = 8.24 Hz, 1H,
ArH), 7.31 (d, J=7.68 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, /= 2.16 Hz, 1H, ArH), 7.49-7.52 (dd, J = 8.2,
1.76 Hz, 1H, ArH), 7.55 (d, J=7.76 Hz, 1H, ArH), 9.82 (s, 1H, CHO), “C-NMR (CDCls): &
190.56, 157.157, 155.01, 152.01, 152.47, 148.42, 137.91, 130.20, 126.78, 121.34, 121.00,
112.24, 111.08, 74.27, 71.43, 56.24. MS (ESI) m/z found 341.08 (M + Na)". The purity of the
compound was checked by HPLC and was found to be 96.9% pure.

Synthesis Example 8

3-((6-(Bromomethyl)pyridine-2-yl)methoxy)-4-methoxybenzaldehyde:

CHO

(0] I N\ Br
OCH3; =
3-((6-(Bromomethyl)pyridine-2-yl)methoxy)-4-methoxybenzaldehyde, a precursor for the
synthesis of TD-8-1 was prepared according to literature procedurc for a similar procedure.
(Fotopoulou, T.; Iliodromitis, E. K.; Koufaki, M.; Tsotinis, A.; Zoga, A.; Gizas, V.; Pyriochou,
A.; Papapetropoulos, A.; Andreadou, I.; Kremastinos, D. T., Bioorg. Med. Chem. 2008, 16,

4523-4531)).
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Triphenylphosphine (140 mg, 0.6 mmol) and tetrabromomethane (180 mg, 0.6 mmol) was added
to a solution of 3-((6-(hydroxymethyl)pyridine-2-vl)methoxy)-4-methoxybenzaldehyde (100 mg,
0.4 mmolin anhydrous CH,Cl, (6 mL). The mixture was allowed to stir for 2 h at room
temperature. The reaction mixture was neutralized with saturated NaHCO: at 0 °C (ice-bath) and
extracted with EtOAc (10 mL). The organic portion was washed with brine (2 x 10 mL), dried
over Na,SO, and evaporated under reduced pressure to yield a crude product. The crude was
purified by column chromatography (petroleum cther/EtOAc; 5:1) to yield 76 mg (56.5%) as a
yellow-colored solid: "H-NMR (CDCls-d,): & 3.99 (s, 3H, OCHa), 4.56 (s, 2H, CH,), 5.31 (s, 2H,
CH,), 7.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.38 (d, / = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, /= 7.8 Hz, 1H,
ArH), 749 (d, /= 1.84 Hz, IH, ArH), 7.52 (d, /= 1.76 Hz, 1H, ArH), 7.72 (t, 1H, ArH), 9.82 (s,

1H, CHO). The following compound was used for the synthesis of TD-8-1.

Svnthesis Example 9

(6-((2-Formyl-5-methoxyphenoxy)methyl)pyridin-2-yl)methyl nitrate (TD-9-1)
0} S | ONO,

OCH,

Compound TD-9-1 was prepared according to literature procedure for a similar compound.
(Fotopoulou, T.; lliodromitis, E. K.; Koufaki, M.; Tsotinis, A.; Zoga, A.; Gizas, V._; Pyriochou,
A.; Papapetropoulos, A.; Andreadou, 1.; Kremastinos, D. T., Bicorg. Med. Chem. 2008, i6,
4523-4531.).
Silver nitrate (76 mg, 0.5 mmol) was added to a solution of 2-((6-(bromomethyl)pyridin-2-
yl)methoxy)-4-methoxybenzaldehyde (100 mg, 0.3 mmol) in anhydrous CH:CN (5 mL). The
reaction mixture was allowed to stir at 80 °C for 2 h. The reaction mixture was filtered through

celite and washed with CH,Cl; (15 mL) and evaporated under reduced pressure to yield a crude

21
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product. The crude product was purified by column chromatography (petroleum ether/EtOAc;
5:1) to yield 53 mg (56%) of TD-9-1 as a white — colored solid: mp 70-71 °C; IR (KBr, cm’™):
1677 (C=0), 1285 (NO,), 871 (ON); 'H-NMR (CDCls-d,): & 3.85 (s, 3H, OCHa), 5.29 (s, 2H,
CH,), 5.56 (s, 2H, CH,), 6.52 (d, /= 2.16 Hz, 1H, ArH), 6.58-6.61 (m, 1H, ArH), 7.34 (d, /=
7.68 Hz, 1H, ArH), 7.58 (d, /= 7.88 Hz, 1H, ArH), 7.79-7.85 (m, 2H, ArH), 10.42 (s, 1H,
CHO); "C-NMR (CDCls): 3 166.19, 163.05, 158.71, 155.53, 138.15, 131.18, 121.31, 121.28,
118.15, 106.95, 99.07, 74.14, 70.80, 55.68. MS (ESI) m/z found 341.08 (M + Na) . The purity of
the compound was checked by HPLC and was found to be 99.8% pure.

2-((6-(Bromomethyl)pyridin-2-yl)methoxy)-4-methoxvbenzaldehvde:
@/0 \N Br

OCHs

2-((6-(Bromomethyl)pyridin-2-yl)methoxy)-4-methoxybenzaldehyde, a precursor for the
synthesis of TD-9-1 was prepared according to literature procedure for a similar procedure.
(Fotopoulou, T.; lliodromitis, E. K.; Koufaki, M.; Tsotinis, A.; Zoga, A.; Gizas, V.: Pyriochou,
A.; Papapetropoulos, A.; Andreadou, 1.; Kremastinos, D. T., Bioorg. Med. Chem. 2008, 16,
4523-4531.)

Triphenylphosphine (140 mg, 0.6 mmol) and tetrabromomethane (180 mg, 0.6 mmol)
was added to a solution of 2-((6-(hydroxymethyl)pyridin-2-yl)methoxy)-4-mcthoxybenzaldehyde
(100 mg, 0.4 mmol) in anhydrous CH,Cl, (6 mL). The mixture was allowed to stir for 2 h at
room temperature. The reaction mixture was neutralized with saturated NaHCO; at 0 °C (ice-
bath) and extracted with EtOAc (10 mL). The organic portion was washed with brine (2 x 10
mL), dried over Na;SOy4 and evaporated under reduced pressure to yield a crude product. The
product was purified by column chromatography (petroleum ether/EtOAc; 5:1) to yicld 100 mg
(75%) as a yellow-colored solid: 'H-NMR (CDCls): & 3.85 (s, 3H, OCHa), 4.56 (s, 2H, CH,),
5.30 (s, 2H, CHy), 6.53 (d, J = 2.16 Hz, 1H, ArH), 6.57-6.59 (m, 1H, ArH), 7.40 (d, J = 7.72 Hz,
1H, ArH), 7.50 (d, /= 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.76 (t, 1H, ArH), 7.84 (t, J= 8.68 Hz, 1H, ArH), 10.43
(s, 1H, CHO). The resulting compound was used for the synthesis of TD-9-1.
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Synthesis Example 10
TD-7 hydrochloric salt

A solution of 1.0 M HCI (5 mL) in diethyl ether was added in a drop-wise fashion to a stirring
solution of TD-7 (200 mg) in absolute ethanol (3 mL), resulting in precipitation of the
hydrochloride salt of TD-7. Ethyl ether (10 mL) was added to the mixture to completely
precipitate all the HCI salt. The compound was filtered by vacuum filtration, washed with more

ether and further dried under vacuum. The yield obtained was 88%.

Biological Example |

Oxvygen equilibrium curve (OEC) studics

Studies were performed on compounds TD-7, TD-7-1, TD-8, TD-8-1, TD-9 and TD-9-1
using 100 mM stock solution in DMSO and normal whole blood (AA). TD-7, TD-8 and TD-9
are compounds with a hydroxymethyl group on the pyridine ring, while TD-7-1, TD-8-1 and TD-
9-1 are the respective nitrate ester derivatives. The whole blood samples had hematocrit values
ranging from 29-36%, and cell-frec purified Hb of 10-12 g/dL in the absence or presence of
effectors solubilized in DMSO at 2mM or in some cases with varying compound concentration.
The blood samples were incubated in an 1L 237 tonometer (Instrumentation Laboratories, Inc.,
Lexington, MA) for about 5-7 min at 37 °C against a gas mixture containing O, concentrations of
0.804%, 2.935% and 5.528% and allowed to equilibrate at O, tensions of 6, 20 and 40 mmHg.
After equilibration, the sample was removed via syringe and aspirated into a ABL 700 series
table top automated blood gas analyzer (Radiometer America, Inc., Westlake, OH) to determine
total hemoglobin (tHb), hematocrit (Het), pH, pCO,, partial pressure of oxygen (pO;), and the
Hb oxygen saturation values (sO;). Similar procedures were followed for concentration and time
dependence studies. The measured values of pO, and sO, at each oxygen saturation level were
then subjected to a non-linear regression analysis using the program Scientist (Micromath, Salt
Lake City, UT) with the following equation:

pOY¥mmHg
P2, (mmHg) + pOY (mmHg)

s0,% = 100 x

This equation was used to calculate Psy and Hill coefficient (N) values. Corresponding control

experiments without the test compound (Psocontrot) but containing DMSO were also performed.
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SHMF is known to exhibit optimal left-shifting activity between 1 to 2 h when incubated with
whole blood necessitating the use of 1.5 h for the incubation time for our studies. The results are
shown in Table 1 and Figure 1. The most potent left-shifter was TD-7 with a APsq shift of -17.0
mmHg, more potent than the positive control, SHMF (APsqof -11.1 mmHg).

Table 1. Effects of left-shifting compounds on Hb affinity for O, with normal whole blood.

Concentration Pso APs,"
Compound N*
(mM) (mmHg) (mmHg)

SHMF 2 20.2 + 2.0° 18+0.1¢ 111
0.1 30.1¢ 3 0.5

0.5 25.9% 8 o 4.7

TD"‘? d* d*

| 232 1.7 74

2 14.3 + 4.3 13+03 -17.0

TD-8 2 259+£257 1.9+0.1° -5.4
TD-9 2 21.1+1.2° 1.6+ 0.3 -10.2
TD-1 2 2T AE£23 1.9+0.1°T 3.9
TD-7-1 2 234+ 1.6 1.7+0.1°7 279
TD-8-1 2 30.8°7 2 05
TD-9-1 2 28.6%1 1.99 a7

*Hill coefficient; "APs is (Pso (control)—Psy (sample)) expressed in mmHg;

‘measurements were conducted in n > 3; “measurements were conducted in n < 3

Biological Example 2

Blood collection and purification of hemoglobin

Hemoglobin was prepared from centrifuging human blood at 2500 rpms for 20 min at 4
°C. The supernatant solution, debris and plasma were discarded from the centrifuge bottles,
leaving behind RBCs. The RBCs were washed thrice with an excess volume of 0.9% NaCl, and

once with 1.0% NaCl, each time centrifuging and discarding the supernatant solution. The RBCs
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were pooled together into a chilled flask and hemolyzed to free Hb by adding 1-2 volume excess
of 50 mM Tris buffer, pH 8.6 (containing EDTA). The mixture was allowed to stand in ice for 30
min with occasional stirring. The Hb solution was centrifuged at 10,000 rpm for 2 h at 4 °C. The
supernatant Hb solution was pooled into a chilled flask and NaCl (40-60 mg/mL Hb solution)
was slowly added with stirring. Hemoglobin solution was centrifuged at 10,000 rpm for 2 h at 4
°C to remove any cell stroma remnants. The clear supernatant Hb solution was pooled into a
chilled flask and the “syrupy” pellet was discarded. Hemoglobin solution was dialyzed against
50 mM Tris buffer, pH 8.6 (containing EDTA) at 4 °C to remove NaCl and/or other low
molccular weight impuritics. Strips of standard ccllulose dialysis tubing that had been washed 3-
4 times and boiled for 10 min in deionized water were used for dialysis. The dialyzed Hb was
further purified by ion-exchange chromatography using DEAE sephacel to exclude 2,3-DPG.
The resin was equilibrated with 50 mM Tris buffer, pH 8.6, and the Hb solution was run through
the column with 50 mM Tris buffer, pH 8.6 (containing EDTA). The pooled fractions were
concentrated with an Amicon stirred cell (Amicon, Model 402), to a final HbA concentration of
about 80-120 mg/mL. Concentrated HbA was stored at -80 °C.

Biological Example 3
OEC study with compounds TD-1, TD-7, TD-7-1, TD-8 and TD-9 with normal cell-free Hb

As a result of the low left-shifting activities of TD-8 and TD-9, as well as the nitrate ester
derivatives, we further evaluated the activity of the compounds TD-1, TD-7, TD-7-1, TD-8, and
TD-9 using cell-free Hb (devoid of any proteins, enzymes, plasma and cell membranes) to
determine whether plasma protein or RBC membrane could have any effect on compound
biological activity. Previous studies have shown limited effect of plasma protein and RBC
membrane on SHMF activity. The same tonometry procedure used on whole blood was used
with the cell-free hemoglobin using 2mM compound and 12 mg/mL of Hb. The results are

shown in Table 2.
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Table 2. Effects of left-shifting compounds on Hb affinity for O, with cell-frec Hb.

b

Pso . APso
Compound P N (mmHg)
Control 12.5 2.6 .
SHMF 8.3 2.0 -4.2
TD-7 7.6 1.8 -4.9
TD-8 7.6 1.9 -4.9
TD-9 6.8 1.7 -5.7
TD-1 8.4 2.0 -4.1
TD-7-1 1.7 2.1 -39

*Hill coefficient; "APs is (Pso (control)—Psp (sample)) expressed in mmHg; measurements
were conducted inn = 1.

Unlike the results obtained from the whole blood study (Table 1), the results depicted in
Table 2 show that all compounds exhibit significant left-shift in the OEC with cell-free Hb. TD-8
which barely shifted the OEC with whole blood now shows comparable shift as TD-7 with cell-
free Hb. Also, TD-9 appears to be an even more potent left-shifter in cell-free Hb than TD-7,
which was opposite to what was observed with whole blood. Although the nitrate esters still
show less left-shift compared to the parent compounds, there is still significant improvement in
their left-shifting potency with cell-free Hb. This observation suggests that the functional
activities of both TD-8 and TD-9 are significantly affected by RBC membrane permeability

issues and/or plasma protein binding resulting in their reduced allosteric activities.

Biological Example 4
Time-dependent OEC studies with TD-7

This study shows time-dependent left-shifting effect of TD-7 compared to SHMF. All
samples were pre-incubated with whole blood (Het ~ 34%) with the specified compounds 0.5
mM concentrations for the specified time. The control experiment without test compound (Psg
(control)) contains the same concentration of DMSO used to solubilize the test solution (Psg

(sample)). The results are shown in Table 3 and Figure 2.
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Table 3. Effect of incubation time on Hb affinity for O, with whole blood for left-shifting
compounds.

Incubation Time Pso - APsy
Compound (Hours) (mmHg) N (mmHg)
1 32.7+0.2 25+0.1 &
2 33004 25+0.1 -
4 33.1+0.6 25+0.1 -
Control
6 342+03 2.5+0.1 -
10 351403 25+0.1 -
12 36.1+04 24+0.1 -
1 208+0.2 22+0.1 29
2 202+0.3 22+0.1 -3.8
4 292+0.1 2.1+0.1 -39
SHMF
6 30.0+0.1 21+0.1 42
10 31.8+0.1 2101 =33
12 328+0.1 20+0.1 -33
Compound  Incubation Time Psy N APsy
(Hours) (mmHg) (mmHg)
1 282+09 22+02 4.5
2 282+0.8 2.1+£0.1 -4.8
4 288+ 0.6 2.1+0.1 -4.3
TD-7
6 29.1+0.6 20+02 -5.1
10 306+ 1.0 20+0.1 -4.5
12 31.1+0.7 20+0.2 50

*Hill coefficient; "APs is (Pso (control)—Ps (sample)) expressed in mmHg;
“measurements were conducted in n > 3;. The Py values of control were found to increase
consistently, with incubation. While the Psq valucs for SHMF seem to return to baseline after 6 h,
there was no recovery for TD-7 even after 12 h suggesting TD-7 will have a longer sustained

cffect (Figure 2).
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Biological Example 5

NO release study for compounds TD-1, TD-7-1, TD-8-1 and TD-9-1

Griess assay was performed on the left-shifting nitrate ester compounds (TD-1, TD-7-1,
TD-R-1, and TD-9-1) to measure the release of NO. Gricss assay is a colorimetric assay, used for
detection of NO in the form of nitrite ions (NO3 ). NO released in solution is highly unstable,
with a half-life of 1 to 30 s. It gets rapidly oxidized to NOZ which is detected by the Griess
reagent. In this method, NOZ first reacts with the sulfanilamide present in the reagent to form a
transient diazonium salt. This diazonium salt further rcacts with N-naphthyl-cthylenediamine
(NED) to form a stable azo compound which posscsses an intense purple color. The absorbance
of the azo compound was measured at 540 nm and was found to be directly proportional to the
NO7 concentration in the sample. Sodium nitrite (NaNO,) was uscd as a standard for the Griess
assay. NaNO; samples in deionized water were prepared of concentrations within the lincar
range of the assay (1 — 100 uM). The samples were incubated for 30 min at 37 °C, after which
Griess reagent was added and absorbance was measured at 540 nm. The measured absorbances
were used to obtain a standard curve (Figure 3). For the measurement of NO3 release for all the
test compounds (TD-1, TD-7-1, TD-8-1 and TD-9-1), the absorbances were extrapolated from
the standard NaNO; curve.

In this assay, a solution of the test compound (1 mL of a 2 mM solution in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.4)) was mixed thoroughly with a freshly prepared solution of L-cysteine
(I mL of a 36 mM solution in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4), and incubated at 37 °C, for 1 and
16 h under anaerobic conditions. After exposure to air for 10 min at 25 °C, an aliquot of the
Griess reagent (1 mL) [freshly prepared by mixing equal volumes of 1.0% sulfanilamide
(prepared and stored in aqueous 5% phosphoric acid) and 0.1% N-naphthylethylenediamine
dihydrochloride in water] was added to an equal volume (1 mL) of cach incubation solution after
mixing. After 10 min, absorbance was measured at 540 nm using a Hewlett Packard (Agilent)
8453 UV-visible Spectroscopy. NaNO; solutions of 1-100 uM concentrations were used to
prepare a standard nitrite curve of absorbance (nm) versus concentration (uM). The NO released
(quantitated as NO3 release in uM) was calculated from the standard nitrite curve by

extrapolation of the absorbance. Presence of NO; shows formation of a pink color, the intensity
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of which is directly proportional to the amount of NO3 present in the mixture. Table 4 represents

NO; release for compounds TD-1, TD-7-1, TD-8-1 and TD-9-1.

Table 4.
Absorbance and NO3 release values for Compounds TD-1, TD-7-1, TD-8-1 and TD-9-1.

Incubation Time NO; release® (uM) NO; release” (uWM)
(Hours) after 1 hour after 16 hours
TD-1 4.02 11.93
TD-7-1 7.61 5925
TD-8-1 21.94 102.54
TD-9-1 20.45 78.66

*The NO3 release (uM) was calculated from the standard NaNO; curve by extrapolating the
absorbance (nm) of the test compounds against the concentration (uM) of NaNQs.

All four compounds (TD-1, TD-7-1, TD-8-1 and TD-9-1) exhibited significant nitric
oxide release (4.0 — 21.9 uM range at 1 h and 59 — 102.5 uM range at 16 h) upon incubation in
the presence of L-cysteine. The NO release after 16 h incubation was found to be 3-10 fold
higher than 1 h incubation. From Table 4, it can be interpreted that for all the compounds, the
NO release in the form of NO; is found to increase with time, with TD-1 showing the least

release, while TD-8-1 showed the most relcase.

Biological Example 6

In vitro RBC anti-sickling studies with compounds SHMF, TD-1, TD-7 and TD-7-1

In vitro RBC morphological (anti-sickling) analysis was conducted at the Children’s
Hospital of Philadelphia (by Drs. Toshio Asakura and Osheiza Abdulmalik). The anti-sickling
effects of SHMF, TD-7 HCI, TD-7, TD-1, and TD-7-1 were studied by incubating suspensions of
SS cells in the absence or presence of three different concentrations of the effectors in the
presence of air for 1 h at 37 °C followed by incubation under 4% oxygen at 37°C for 5 h. All
samples were pre-incubated for 1 h with various compouﬁds and then incubated under 4% O, for
5 h. Hb had a hematocrit of 30%. Table 5 represents the concentrations of the effectors along

with the % inhibition of sickling cells. The hemolysates that had been prepared from SS cells after
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incubation with test compounds were also subjected to cation-exchange HPLC as previously reported

(Abdulmalik et al., 2005). Table 5 shows the effect of the various concentrations of the test

compounds on the amount of modified Hb S which reflects Schiff-base adduct formation

between the aromatic aldehyde and the protein.

Table 5. Effects of various concentrations of compounds on inhibition of SS cell sickling.

Compound Concentration Inhibition of
(mM) sickled cells (%)
0.5 4
SHMF Ho v
2.0 35
5.0 75
TD-7 HCl salt > o
2.0 100
5.0 100
0.5 95
i 1.0 95
2.0 100
5.0 100
0.5 14
TD-8 1.0 20
2.0 38
0.5 26
TD-9 1.0 35
2.0 57
0.5 72
TD-7-1 1.0 100
2.0 100

30



WO 2015/027067 PCT/US2014/052099

The anti-sickling effects of SHMF, TD-7, TD-7 HCl salt, TD-1, and TD-7-1 were studied
and the results shown in Table 5 and Figure 4 (% inhibition). In the absence of test compounds,
about 95% of the Hb underwent sickling in 5 h. In the presence of the positive control, SHMF,
the percentage of the sickled cells decreased in a dose-dependent manner with 4, 17, 35 and 75%
inhibition at 0.5 mM, 1 mM, 2 mM and 5 mM concentration, respectively. In comparison, TD-1,
the nitrate ester analog of SHMF showed only a modest decrease in the anti-sickling effect (Not
shown in Table). This observation may be partly related to poor RBC membrane passage.
Remarkably TD-7, cither the free base or HCI salt, showed a very potent anti-sickling effect, as
much as 95% inhibition at 0.5 mM concentration. A plateau effect was observed as the
concentration of TD-7 was increased. The water soluble HCI salt of TD-7 interestingly barely
showed any antisickling effect at 0.5 mM, but remarkably inhibited 100% sickling at 1.0 mM
showing a plateau with increasing drug concentration. INN-312, the second-generation positive
control, also decreased the percent of sickled cells in a dose-dependent manner but at 0.5 mM it
only inhibited sickling to 15% compared to the 95% by TD-7. TD-7-1, the ester nitrate of TD-7
although preventing RBC sickling, hemolyzed the RBC at higher drug concentrations. Also, it
seems to swell/hydrate the RBC due to possible intracellular uptake of water which could be
beneficial to counteract the rigidity of sickle cells. TD-8 and TD-9 were not as potent as the TD-
7 analog, only inhibiting 38 and 57% RBC sickling, respectively at 2 mM. In comparison,
vanillin which is the parent scaffold for the INN and TD compounds only inhibited 12% RBC
sickling at 5 mM.
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What is claimed is:

I A compound of the formula:
1 R
OHC - (ch :;n
Rl
/X
P(HC) Rs
\
Rz

wherein R1 and R4 are the same or different and are H, OH, alkyl, alkoxy, halogen, aryl or O-
aryl; and M and Q are different and are O or (CH,)q; and R2 and R3 are the same or different
and are H or OH; and X or Y or Z are the same or different and are C or N; and nis 0-5; and p is
0-5; and q is 0-5; with the proviso that when M is O, then cither n is 1-5 or R1 is not H; and salts

thereof,

2 A compound according to claim 1, wherein R1 is H; and M is O; and R2 is H; and R3 is
OH; and p is 0; and salts thereof.

3. A compound having the following structure:
CHO -4 I
0 \N OH
HsCO
4, A compound having the following structure:
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CHO
¢ 07 NoroH
/ -

OCH,

& A compound having the following structure:
CHO 7 |
H
0 \N 0
OCH3
6. A compound having the following structure:
CHO 4 I
o) \N OH - HCI
HsCO
7. A method for treating a subject having sickle cell disease (SCD), comprising

administering to the subject a therapeutically effective amount of a compound according to claim

.

8. The method according to claim 7, wherein the compound is
CHO =~ |
0} \N OH
H3CO
9. The method according to claim 7, wherein the compound is
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CHO

10.  The method according to claim 7, wherein the compound 1s

Qo Sy OH
OCHs

11.  The method according to claim 7, wherein the compound s

CHO i l

/@;& NP OH * HCl
H,CO ‘

12.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 20 mg

/2

to about 500 mg of the compound.

13.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 20 mg
to about 300 mg of the compound.

14.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 200 mg of the compound.

15.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 100 mg of the compound.
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16.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 50 mg of the compound.

17.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 100 mg

to about 500 mg of the compound.

18.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 100 mg

to about 300 mg of the compound.

19.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 100 mg

to about 200 mg of the compound.

20.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 500 mg

to about 10,000 mg of the compound.

21.  The method according to claim 7, wherein the subject is administercd from about 1,000

Fa

mg to about 10,000 mg of the compound.

22.  The method according to claim 7, wherein the subject is administered from about 5,000

mg to about 10,000 mg of the compound.

23. A compound of the formula:

0
OHC-E_};}

(CH2)n
1
ONO,

wherein n is 0-5; and salts thereof.

24. A compound according to claim 23, having the following structure:
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OHC

\E}_/ONOZ '

25. A method for treating a subject having sickle cell disease (SCD), comprising
administering to the subject a therapeutically effective amount of a compound according to claim

23.

26.  The method according to claim 25, wherein the compound is

T

27.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 500 mg of the compound.

28.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 300 mg of the compound.

29.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 20 mg
to about 200 mg of the compound.

30.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 100 mg of the compound.

31.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 50 mg of the compound.

32.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 100

mg to about 500 mg of the compound.
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33.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 100

mg to about 300 mg of the compound.

34.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 100

mg to about 200 mg of the compound.

35.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 500

mg to about 10,000 mg of the compound.

36.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 1,000

mg to about 10,000 mg of the compound.

37.  The method according to claim 25, wherein the subject is administered from about 5,000
mg to about 10,000 mg of the compound.

38. A compound of the formula:

R
o N /Ra
HC L (CHy)n
/X
p(HC) R
\
Ry

wherein R1 and R4 are the same or different and are H, OH, alkyl, alkoxy, halogen, aryl or O-
aryl; and M and Q are different and are O or (CH»)q; and R2 and R3 are the same and are ONO,
or different with either as ONO> and the other as H or OH; and X or Y or Z arc the same or

different and are C or N; and n is 0-5; and p is 0-5; and q is 0-5; and salts thereof.

39, A compound according to claim 38, wherein R1 is H; and M is O; and R2 is H; and R3 is
ONOa»; and p is 0; and salts thereof.
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40. A compound according to claim 38, having the following structure:

CHO - |
o} X N
N ONG.
H3CO
41. A compound according to claim 38, having the following structure:
CHO

O | N"‘ ONO,
OCH4 =

42. A compound according to claim 38, having the following structure:

CHO &
©/0 Sy ONO;

OCH,

43. A method for treating a subject having sickle cell disecase (SCD), comprising
administering to the subject a therapeutically effective amount of a compound according to claim
38.

44.  The method according to claim 43, wherein the compound is

H5CO



WO 2015/027067 PCT/US2014/052099

45.  The method according to claim 43, wherein the compound is

CHO

46.  The method according to claim 43, wherein the compound is

47.  The method according to claim 43, wherein the subject is administercd from about 20 mg

to about 500 mg of the compound.

48.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 300 mg of the compound.

49.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 200 mg of the compound.

50.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 100 mg of the compound.

51.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 20 mg

to about 50 mg of the compound.

52.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 100

mg to about 500 mg of the compound.
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53.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 100

mg to about 300 mg of the compound.

54.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 100

mg to about 200 mg of the compound.

55.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 500

mg to about 10,000 mg of the compound.

56.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 1,000

mg to about 10,000 mg of the compound.

57.  The method according to claim 43, wherein the subject is administered from about 5,000

mg to about 10,000 mg of the compound.
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OEC of left-shifting compounds at 2mM concentration
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