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Antagonisté IL-8 receptoru

Oblast techniky

Tento vynadlez se tykd nové skupiny sloucenin
dianilinoskvaranfi, zpusobll jejich pfipravy, jejich pouzZitil
pfi 1é&b& onemocnéni zprostfedkovanych IL-8, GROa, GROB,
GROy, NAP-2 a ENA-78 a farmaceutickych prostfedkl

pouzitelnych pro takovou lécbu.

Dosavadni stav techniky

Interleukin-8 (IL-8) byl nazyvam mnoha nazvy, jako
napriklad neutrofilni atraktant/aktivacni protein-1 (NAP-
1), neutrofilni chemotakticky faktor odvozeny od monocytu
(MDNCF), neutrofilni aktivaéni faktor (NAF), chemotakticky
faktor T-bund&k lymfocytt. Interleukin-8 je chemoatraktant
pro neutrofily, bazofily a podskupinu T-bunék. Je vytvaren
vétdinou jadernych bunék véetné makrofagu, fibroblastn,
endotelidlnich a epitelidlnich bunék vystavenych TNF,
IL-la, IL-1p nebo LPS a neutrofily samotnymi po vystavenl
LPS nebo chemotaktickym faktortm, jako je FMLP. M.
Baggiolini a kol., J. Clin. Invest., 84, 1045 (1989); J.
Schroder a kol., J. Immunol. 139, 3474 (1987) a J.
Immunol., 144, 2223 (1990); Strieter a kol., Science 243,
1467 (1989) a J. Biol. Chem. 264, 10621 (1989); Cassatella
a kol., J. Immunol., 148, 3216 (1992).

GROa, GROB, GROy a NAP-2 také patri do skupiny
a-chemokin®. Podobné& jako IL-8 byly také tyto chemokiny
oznadovany raznymi nazvy. Napfiklad GRO a, B, y byly
oznac¢ovany jako MGSA «, P a y (Melanoma Growth Stimulating

Activity), viz Richmond a kol., J. Cell Physiology, 129,
375 (1986) a Chang a kol., J. Immunocl., 148, 451 (1992) .
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VSechny chemokiny z o -skupiny, které maji vzor ELR

prechazejicl na vzor CXC, se vaZi na B receptor IL-8.

IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2 a ENA-78 stimuluji mnoho
funkci in vitro. Bylo prokdzéano, Ze v3echny tyto latky maji
chemoatraktac¢ni vlastnosti vaéi neutrofillm, zatimco IL-8 a
GROao maji rovnéZz chemotaktickou aktivitu vacéi T-lymfocytlm
a bazofilnim granulocytlm. Dale IL-8 miZe indukovat
uvolnovani histaminu z bazofilnich granulocytd u jak
normdlnich, tak i atopickych jedincl. GRO-a a IL-8 mohou
také navic indukovat uvolnéni lysozomdlniho enzymu a
respira¢ni puknuti u neutrofild. Bylo také prokazano, Ze
IL-8 zvySuje povrchovou expresi Mac-1(CD11b/CD18) na
netrofily bez nové syntézy proteinu. To miZe pfispivat ke
zvySeni adheze neutrofild vaci vaskuldrnim endotelidlnim

bunkam. Mnoho znamych onemocnéni se vyznaduje masivni

infiltraci neutrofild. ProtoZe IL-8, GROa, GROB, GROyY a
NAP-2 podporuji akumulaci a aktivaci neutrofill, tyto
chemokiny jsou zapojeny do mnoha akutnich i chronickych
zaneétlivych zdravotnich poruch, jako je lupénka a
revmatickd artritida, Baggiolini a kol. FEBS Lett. 307, 97
(1992); Miler a kol., Crit. Rev. Immunol., 12, 17 (1992);
Oppenheim a kol., Annu. Rev. Immunol., 9, 617 (1991) ;
Seitz a kol., J. Clin. Invest 87, 463 (1991); Miller a
kol., Am. Rev. Respir. Dis. 146, 427 (1992); Donnely a
kol., Lancet 341, 643 (1993). Navic ELR chemokiny
(obsahujici aminokyselinovy vzor pfed vzorem CXC) jsou také
zapojeny do angiostdzy, Strieter a kol., Science 258, 1798
(1992).

In vitro IL-8, GROa, GROPB, GROy a NAP-2 indukuji zmé&ny
tvaru neutrofilu, chemotaxi, uvoltiovani granuli a
respira¢ni puknuti vazbou na aktivaéni receptory 7-
transmembrany, G-protein-pfibuznou skupinu, zejména vazbou

na receptory IL-8, zejména na B-receptor. Thomas a kol., J.
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Biol.Chem. 266, 14839 (1991); Holmes a kol., Science, 253,
1278 (1991). Vyvoj antagonistl na bazi nepeptidickych
malych mclekul pro &¢leny této skupiny receptord méa
precedens. Viz souhrn v R. Freidinger: Progress in Drug
Reaserch, Vol. 40, pp. 33 - 98, Birkhauser Verlag, Basel,
1993. Z tohoto divodu pfedstavuje receptor IL-8 slibny smér
ve vyvcji novych protizanétlivych &inidel.

Bvly charakterizovany dva lidské receptory IL-8
s vysokou afinifou (homologie 77 %): IL-8Ra, ktery vazZe
pouze IL-3 s vysokou afinitou a IL-8RB, ktery m& vysokou
afinitu k IL-8 a rovnéZ i k GRO-a, GROP, GROy a NAP-2. Viz
Holmes a xol., vySe; Murphy a kol., Science 253, 1280
(1991); Lee a kol., J. Biol. Chem. 267, 16283 (1992);
LaRosa a «ol., J. Biol. Chem. 267, 25402 (1992); a Gayle a
kol., J. 3iol. Chem. 268, 7283 (1993).

V této oblasti stadle pfetrvavd potfeba sloudenin pro
lécbu, které jsou schopny vazby s receptory IL-8a nebo B.
Podminky spojené se zvy$enou produkci IL-8 (ktery zodpovida
za chemotaxi neutrofilnich a T-bunédnych podjednotek do
mista zanétu) by mohly byt zlepS$eny sloudeninami, které

jsou inhibitory vazby receptoru IL-8.

Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje zplsob lé¢by nemoci
zprostfedkovanych chemokinem, prficemZ tento chemokin se
vaZe na receptor IL-8 a nebo f. Tento zplsob zahrnuje
podavani uc¢inného mnoZstvi slouceniny vzorce (I) nebo jeji

farmaceuticky pfijatelné soli. Chemokinem je zejména IL-8.

Tento vynalez se také tykd moZného zplUsobu inhibovani
vazby IL-8 k jeho receptorim u savch, pfidemZ tento zpusob
zahrnuje podavani tomuto savci u¢inného mnoZstvi sloudeniny

vzorce (I).




Usitedné slouceniny vzorce (I) podle tchoto vynalezu

maji nédsledujici vzorec:

0 @)
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(1)
kde:

R je vybrana ze skupiny sestavajici z OH, SH a NHSOzRq;

Rq je vybrédna ze skupiny sestavajici z NReRy, alkylu,
arylCi;-4 alkylu, arylC;salkenylu, heteroarylu,
heteroaryl-Ci-salkylu, heteroarylCy.4 alkenylu, heterocyklu a
heterocyklCisalkylu, kde arylové, heteroarylové a

heterocyklické kruhy jsou viechny pripadné substituovany;

R¢ a R; jsou nezavisle vodik nebo Cj-salkylova skupina nebo
R¢ a Ry spoledné s dusikem, ke kterému jsou ofipojeny,
tvori 5- az 7-&lenny kruh, pricemZ tento kruh pZipadné
obsahuje daldi heteroatom, ktery je vybran z kysliku,
dusiku nebo siry, a tento kruh miZe byt pfipadné

substituovan;

R; je nezavisle vybrédna ze skupiny sestavajici z vodiku,
halogenu, nitroskupiny, kyanoskupiny,
halogensubstituovaného Cji-jpalkylu, Ci-1igalkylu, Cz-joalkenylu,
Ci-10alkoxyskupiny, halogensubstituovaneé Ci-10alkoxyskupiny,
azidu, (CRgRg)4S (0)tRs, hydroxyskupiny, hydroxyCi-salkylu,
arylu, arylCi-salkylu, aryloxyskupiny,
arylCisalkyloxyskupiny, heteroarylu, heterocarylalkylu,
heterocyklu, heterocyklCigsalkylu, ; hetercarylCi_4-
alkyloxyskupiny, arylCp-jpalkenylu, heteroarylCsy-i0alkenylu,
heterocyklCy-jpalkenylu, (CRsRg)qNR4Rs, Cs-10alkenylC (O) NR4Rs,
(CRgRg) C (O)NR4Rs, (CRgRs) «C (O)NR4R1o, S({O)3H, S(O)3Rs,




(CRgRg) qC (O} Ry1, Cy-10alkenylC(Q0) Riy, Co-10alkenyl-

C (0O)ORy1 (CR:R:) 5C (0)OR1z, (CRgRg) qOC(O) Ry, (CRgRg) ¢NR4C (O) Ru,
(CRgRg) qNHS (O} :R17,4 (CRgRg) ¢S (0) :NR¢Rs; nebo dvé jednotky R:

spole¢né twvori O-(CHz)sO- nebo 5- a? 6-&lenny nenasyceny

kruh;

q je 0 nebc celé cislo nabyvajici hodnotu 1 az 10;
t je 0 nekoc celé Cislo nabyvajici hodnotu 1 nebo 2;
s je celé &islo nabyvajici hodnotu 1 az 3;

R, a Rs jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestéavajilcil

z vodiku, pripadné substituovaneho Cisalkylu, ptipadné
substituovanénho arylu, piipadné substituovaného
arylCi-salkyvlu, pripadné substituovaného heteroarylu,
pripadné& substituovaného heteroarylC,.qalkylu, heterocyklu a
heterocyklCi-jalkylu, nebo Ry a Rs spole&né s dusikem, ke
kterému jsou pripojeny, tvori 5- az 7-&lenny kruh, ktery
pfipadné obsahuje dalsi heteroatom vybrany z kysliku,

dusiku nebo siry;

Y je nezavisle vybrana ze skupiny sestavajici z vodiku,
halogenu, nitroskupiny, kyanoskupiny,
halogensubstituovaného Cqi10alkylu, Cioigalkylu, C,-10alkenylu,
Ci-j0alkoxyskupiny, halogensubstituované Ci-10alkoxyskupiny,
azidu, (CRgRg)4S(0) Ry, hydroxyskupiny, hydroxyCi-salkylu,
arylu, arylC;.jalkylu, aryloxyskupiny, arylCi-
salkyloxyskupiny, heteroarylu, heteroarylalkylu,
heterocarylC;-;akyloxyskupiny, heterocyklu,
heterocyklC:_yalkylu; arylC,-jpalkenylu,
heteroarylCs-ipalkenylu, heterocyklCj-1palkenylu,

(CRgRg) gNR4Rs, Cp-10alkenylC(O)NR4Rs, (CRgRg)qC {O) NR4Rs,
(CRgRs) «C (O) NRyR1g, S(0)3H, S(0)3Rs, (CRgRg) C (O) Ry,
Cy-10alkenylC(O) Ry, Cy_10alkenylC(O)ORy1, C{O) Ry,

(CRgRg) oC (O) OR1z, (CRgRg) (OC (O) Ry, (CRgRg) gNR4C (O) Ry,
(CRgRg) gNHS (O) :Rq, @ (CRgRg) ¢S (0) 2NR4Rs; nebo dvé jednotky Y




spolec¢né tvori O-(CHy)sO- nebo 5- aZ 6-&lenny nenasyceny

kruh;

7]
N
(O3]

n je celé ¢islo nabyvajici hodnot 1

MN¢
I

m je celé ¢islo nabyvajici hodnot 1 a
Rg je vodik nebo Cj.qalkyl;
Rip Je Ci1-10alkylC(0)2Rg;

Ri1 Je vybréna ze skupiny sestdvajici z vodiku, Ci-salkylu,
pfipadné substituovaného arylu, pFipadnd substituovaného
arylCi;_jalkylu, pripadné substituovaného heteroarylu,
pfipadné substituovaného heterocarylC,_.alkylu, pfipadné
substituovaného heterocyklu a pfipadné substituovaného

heterocyklCi_galkylu;

Riz je vybrana z vodiku, Ci-jpalkylu, pfivadné
substituovaného arylu a pFfipadné& substizuovaného
arylalkylu; a

Ri7 je vybrdna ze skupiny sestavajici z Cigalkylu, arylu,
arylalkylu, heteroarylu, heteroarylC;.;alkylu, heterocyklu a

heterocyklCy-salkylu, kde arylové, heteroaryiové a

heterocyklické kruhy jsou v3echny pfipadné substituovéany.

Podrobny popis vyndlezu

Slouceniny vzorce (I) mohou také byt pouZity pri
veterinarni lécbé savcl jinych nez &lovék v pripadé potteby
inhibice IL-8 nebo jinych chemokint®l, ktsré se vasi na
receptory IL-8RA a RB. Onemocnéni zprostiedkovana
chemokiny, ktera lze 1é&it u zvifat terapeuticky nebo
profylakticky, zahrnuji chorobné stavy, jako jsou uvedeny

zde dale v C&sti ZpUsoby lécby.
Nasledujicil vyrazy pouZité v tomto textu oznacuji:

- ,halogen™ oznacuje vSechny halogeny, tj. chlor,

fluor, brom a jod.
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- ,C--3alkyl™ nebo ,alkyl™ oznacuje jak nerozvétvenée,

tak 1 rozvétvené Casti fetézce skladajici se z 2 aZz 5 atoml
uhliku, “festliZe délka fetézce neni jinak omezena, touto
¢astl je naptiklad methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-
butyl, sex.butyl, isobutyl, terc.pbutyl, n- pentyl a
podobné.

- vyraz ,alkenyl™ je uzZit ve vSech prfipadech k
oznaceni nerozvétvenych nebo rozvétvenych ¢asti fetézce
skladajicich se z 2 aZz 10 atomd uhliku, jestliZe delka
fetézce neni jinak omezena, touto ¢asti je napfiklad
ethenyl, l-propenyl, 2-propenyl, 2-methyl-l-propenyl, 1-
butenyl, Z2-butenyl a podobné.

- vvyraz ,aryl" oznacule fenyl a naftyl;

-,heteroaryl™ (samotny nebo v jakékoliv kombinaci jako
je ,heterocaryloxy" nebo ,heterocarylalkyl™) oznacCuje 5- az
10-Clennv aromaticky kruhovy systém, ve kterém jeden nebo
vice kruhd obsahuje jeden nebo vice heteroatomid vybranych
ze skupinv sestavajici z N, O nebo S, jako je napriklad
pyrrol, pyrazol, furan, thiofen, chinolin, isochinolin,
chinazolinyl, pyridin, pyrimidin, oxazol, thiazol,

thiadiazol, triazol, imidazol nebo benzimidazol.

- ,heterocykl"™ (samotny nebo v jakékoliv kombinaci
jako je ,neterocyklalkyl™ - oznacuje nasyceny nebo castelné
nenasyceny 4- az 10-Clenny kruhovy systém, ve kterém jeden
nebo vice kruhl obsahuje jeden nebo vice hetercatomi
vybranych ze skupiny sestavajici z N, O, S, jako je
napfiklad pyrrolidin, piperidin, piperazin, morfolin,

tetrahydropyran nebo imidazolidin.

- vyraz ,arylalkyl™ nebo ,heterocarylalkyl™ nebo
»heterocyklalkyl™ oznac¢uje Ci-ipakyl, jak je definovan vyse,
pfipojeny na aryl, heteroaryl nebo heterocyklickou &éast,

jak je zde definovano, jestliZe neni uvedeno jinak.




Vyhodné slou€eniny podle tohoto vynalezu Jsou vybrany

ze skupiny sestavajici z:

1) 3-(4-kyan-2-hydroxyanilino)-4-(2-bromanilino)-cyklobut-
3-en-1,2-dionu;

2) 3-(4-kyan-2-hydroxyanilino)-4-(2-chloranilino)-cyklobut-

3-en-1,2-dionu;

3) 3-(4-kyan-2-hydroxyanilino)-4-(2,3-dichloranilino)-
cyklobut-3-en-1,2-dionu;

4) 3-(4-nitro-2-hydroxyanilino)-4-(2-bromanilino)-cyklobut-
3-en-1,2-dionu; a
5) 3-(4-chlor-2-hydroxyanilino)-4-(2-bromanilino)-cyklobut-

3-en-1,2-dionu.

Zpusoby pripravy

Slou&eniny vzorce (I) mohou byt pfripraveny pouzitim
pracovnich postupu syntézy, z nichZ nékteré jsou uvedeny
v dadle zobrazenych schématech. Syntéza uvedena v téchto
schématech je pouZitelnd pro vyrobu sloucenin vzorce (I)
majicich mnoho ruznych skupin R, R; a arylovych skupin,
které jsou podrobeny reakci, za pouZiti pripadnych
substituentd, které jsou vhodné& chrénény, aby bylo dosaZeno
shody se zde uvedenymi reakcemi. Nasledné odstranéni
chranicich skupin v t&chto pfipadech vede k ziskani
poZzadovanych slouéenin obecné popsané povahy. Za pouziti
standardnich pracovnich technik vzéjemné pfemény funkénich
skupin dobre znamych odbornikovi v oboru mohou byt
z vychoziho guanidinu pfipraveny dalsi slou¢eniny majicil
pozadovany vzorec. Ve schématech Jjsou uvedeny z

ilustradnich davodd pouze slouceniny vzorce (I).
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a) Brp, NaOAc, HOAc; b) CuCN, DMF, reflux; c) (BOC) -0,
DMAP, TEA; d) KyCO;, MeOH; e) TFA.

PoZadovany anilin 6 (schéma-1) mlZe byt pfipraven z
komercné dostupného benzoxazolinu 1 (schéma-1). Bromid 2
(schéma-1) muZe byt pfipraven z benzoxazolinu 1 (schéma-1)
za pouzitl standardnich podminek bromace - bromu a octanu
sodného v kyseliné& octové. Bromid 2 (schéma-1) maZe byt
preméneén na kyanid 3 (schéma) za pouZiti standardnich
postupd - kyanid médny za varu pod zpétnym chladidem s DMF.
Amid 3 (schéma-1) miZe byt preménén na 30C chranénou
slouceninu 4 (schéma-1) za pouziti stancardnich podminek -
anhydrid BOC a triethylamin s katalytickym mnoZstvim
dimethylaminopyridinu v chlormethanu nebo jiném vhodném
organickem rozpouStédle. Oxazolinon 4 {schéma-1) miZe byt
pfeménén na poZadovany anilin 6 (schéma-1) nejdfive
hydrolyzou na fenol 5 (schéma-1) za poufiti standardnich
podminek ~ uhlic¢itan draselny v methanolu a nasledné
odstraneénim chranici skupiny za pouZiti standardnich

podminek - kyselina trifluoroctova v chlormethanu nebo
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Jjiném vhodném organickém rozpoudtédle - timto postupem

vznikne anilin 6 (schéma-1).

Schéma 2

cl G
a 0 b °
q — (R )H<_> Rz Y/
( 1)m N N
' H

NH,
1 2 3

l ¢
, OH
(%)m‘@i
NH,

4

a)PivCl, TEA; b) i. BuLi (2 ekv.) THF, -40 °C; ii. HCl; c)
H,S504, H,O0.

Alternativné poZadovany substituovany hydroxyanilin 4
miZe byt pfipraven postupem zobrazenym ve schématu 2.
Komercné dostupné substituované 3-chloraniliny 1 mohou byt
pfeménény na amidy za pouZiti standardnich podminek dobre
znamych v oboru - pivavolylchlorid a triethylamin ve

vhodném organickém rozpoustédle, jako je chlormethan. Amid

2 mizZe byt preménén na benzoxazol 3 za vouziti nadbytedného

mnozstvi silné baze, jako je butyllithium ve vhodném
organickém rozpoustédle, jako je THF, za sniZené reakdni
teploty (- 20 az - 40 °C ) s naslednym protickym
zpracovanim. PoZadovany fenolanilin 5 maZe byt pripraven z

benzoxazolu 4 za pouZiti standardnich podminek hydrolyzy,

jako je kyselina sirovd ve vodé& zah#ivana na teplotu 85 °C.
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Schéma 3
]
o} o] Q% 2
N /4 ethanol
+ a———
Br N OMe
MeO OMe NH,
1 ) Br 3
@]
o\\ //o CN O\\ 4
ethanol —_
\ oMe + _— N N CN
HO .
Br NH, er HO
3 4 5

Slouceniny vzorce 5 lze pripravit z komercné
dostupného dimethylskvardtu 1, jak je znadzorné&no ve
schématu 3. Meziprodukt 3 mdZe byt pripraven reakci
diethyletherskvaratu 1 s pozadovanym anilinem 2 v ethanolu
nebo jiném vhodném organickém rozpoudtédle za varu pod
zpétnym chladiem. PoZadovand sloudenina skvaranu 5 miide
byt pfipravena reakci skvaranu 3 se sekundarnim anilinem 4
v ethanolu nebo jiném vhodném organickém rozpoustédle za

varu pod zpétnym chladilem.

Priklady provedeni vynalezu

Priklady syntéz

Nyni bude tento vyndlez objasnén uvedenim
nasledujicich pfikladl, které jsou naprosto ilustratiwvni,
ale nemaji byt chdpany jako omezeni rozsahu tohoto
vynalezu. VSechny teploty jsou uvedeny ve stupnich celsia,
vSechna rozpoudtédla jsou nejvydsi dostupné Cistoty a
vSechny reakce probihaji za bezvodych podminek v atmosfére

argonu, jestli neni uvedeno jinak.
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V pfikladech jsou vSechny teploty uvedeny ve stupnich
Celsia (°C). Hmotnostni spektra byla mé&Fena na hmotnostnim
spektrometru VG Zab s pouZitim ionizace bombardovanim
rychlymi atomy (FAB), jestliZe neni uvedeno jinak. 'H-NMR
(dale ,NMR™) spektra byla zaznamendvana pfi frekvenci 250
MHz za pouZiti spektrometru Bruker AM 250 nsbo Am 400.
Uvéddéné multiplicity jsou nasledujici: s = singlet, d =
dublet, t = triplet, q = kvartet, m = multiplet a br
oznacuje 3Siroky signdl. Sat. oznaduje nasyceny roztok,
ekv. oznacuje pomér molarniho ekvivalentu ¢&inidla k vychozi

latce.

Priklad 1

Syntéza 3-(4-kyan-2-hydroxyanilino)-4-(2-bromanilino) -

cyklobut-3-en-1,2-dionu

3-Methoxy-4-(2-bromanilino)-cyklobut-3-en-1,2-dion

K roztoku 3,4-dimethoxycyklobut-2-en-1,2-dionu (1
mmol) v ethanolu (1 ml) byl pridan 2-bromanilin (1 mmol).
Po ukonceni reakce byla reakdéni smé&s zahu&téna a ¢i3téna
bud prekrystalovénim nebo chromatograficky za vzniku 3-

methoxy-4-(2-bromanilino)-cyklobut-3-en-1,2-dionu.

3—(4~Kyan—2—hydroxyanilino)—4—(2—bromanilino)—cyklobut-3—

en-1,2-dion

K roztoku 3-methoxy-4-(2-bromanilino)-cyklobut-3-en-
1,2-dionu (1 mmol) v ethanolu (1 ml) byl p#idan 4-kyan-2-
hydroxyanilin (1 mmol). Po ukonceni reakce byla reak&ni
smés zahuSténa a ¢isténa bud pfekrystalovanim nebo
chromatograficky za vzniku 3-(4-kyan-2-hydroxyanilino)-4-

(2-bromanilino)-cyklobut-3-en-1,2-dionu.
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Zpusoby lécéby

SlouCeniny vzorce (I) nebo jejich farmaceuticky
pfijatelné soli mohou byt pouZity pfi vyrobé& lé&iva pro
profylaktickou nebo terapeutickou lécbu jakychkoliv
onemocnéni u lidi nebo jinych savcl, které je zhordeno nebo
zplisobeno nadmé&rnou nebo neregulovanou tvorbou cytokinu IL-
8 savcimi bunkami, jako jsou napfiklad monocyty a/nebo
makrofagy, nebo jiné chemokiny, které se vad%i na receptor
IL-8 o nebo B, ktery je také oznalovan jako receptor typu I
nebo typu II.

Tento vynalez poskytuje zpusob 1é&by onemocnéni
zprostfedkovanych chemokinem, pficemZ tento chemokin se
vaZe na receptor IL-8 a nebo B. Tento zplsob zahrnuje
podavani uc¢inného mnoistvi sloueniny vzorce (I) nebo jeji
farmaceuticky prijatelné soli. Chemokiny jsou zejména IL-8,

GROa, GROPB, GROy, NAP-2 a ENA-78.

Pro ucely tohoto vynalezu sloueniny vzorct (I) a (II)
maji vSechny davkovani stejné, a kompozice jako u vzorce
(I) Jsou zaménitelné pouZitelné.

Slouceniny vzorce (I) jsou podavany v dostatedném
mnozstvi pro inhibici funkce cytokin®, zejména IL-8, GRO«,
GROB, GROy, NAP-2 nebo ENA-78 tak, Ze jsou biologicky
sniZovany normdlni hladiny fyziologické funkce nebo v
nékterém pripadé€ na podnormalni hladiny tak, aby dodlo ke
zlepSeni stavu pfi onemocnéni. Abnormdlni koncentrace IL-8,
GROa, GROPB, GROy, NAP-2 nebo ENA-78 nap¥iklad v souvislosti
S timto vynédlezem pfedstavuji:

(1) koncentrace volného IL-8 vét3i nebo rovny 1 pikogramu
na ml; (ii) jakékoliv hladiny IL-8, GROo, GROB, GROy, NAP-2
nebo ENA-78 v butikdch nad normalni fyziologické

koncentrace; nebo (iii) pfitomnost IL-8, GROw, GROB, GROY,

NAP-2 nebo ENA-78 ve vyS83ich koncentracich neZ jsou bazalni
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nebo vytvorené koncentrace v bunkdch nebo tkanich IL-8,

GROa,, GROB, GROy, NAP-2 nebo ENA-78.

Existuje mnoho onemocnéni, ve ktervych nadm&rnd nebo
neregulovanéd tvorba IL-8 je zapojena ve zhor3ovani a/nebo
vyvolani onemocnéni. Mezi onemocnéni zprost¥edkované
chemokiny patfi lupénka, atopickd dermatitida,
osteoartritida, revmaticka artritida, astma, chronické
obstruktivni onemocnéni plic, syndrom respiraéni uzkosti
dospélych, z&nétlivé stfevni onemocnéni, Crohnova choroba,
viedovity zané&t tlustého stfeva, mrtvice, septicky 3ok,
roztrousSena sklerédza, endotoxicky $ok, gramnegativni sepse,
syndrom toxického 3oku, srde¢ni a ledvinové reperfuzni
poskozeni, glomeruldrni nefritida, trombéza, reakce mezi
ptijemcem a 3tépem, Alzheimerova chorcba, odhojeni
aloimplantdtu, maldrie, restendza, angiogeneze,
aterosklerdza, osteopordza, zanét dasni a neZadouci
uvolnéni hematopoetickych kmenovych buné&k a onemocnéni
zplsobend respiraénimi viry, herpetickymi viry a
epidemickou hepatitidou, meningitida, cysticka fibroéza,
pfedCasny porod, kasel, svédéni, dysfunkce vice organi,
trauma, namoZeni, podvrknuti, zhmozZdéni, lupénkové
artritida, opar, encefalitida, vaskulitida CNS, traumatické
poskozeni mozku, nadory CNS, subarachnoiddlni krvaceni,
postchirurgické trauma, intersticidlni zanét plic,
hypersenzitivita, artritida vyvolana krystaly, akutni a
chronicka pankreatitida, akutni alkoholovad hepatitida,
nekrotizujici enterokolitida, chronicka sinusitida,
uveitida, polymyozitida, vaskulitida, akné, Zalude&ni a
dvanactnikové viedy, celiakie, ezofagitida, glositida,
neprichodnost dychacich cest, pfecitliv&lost dychacich
cest, bronchiolitida obliterans vyvolavajici zapal plic,
bronchiektézie, bronchiolitida, bronchioclitida obliterans,
chronické& bronchitida, cor pulmonae, du3nost, rozedma,

hyperkapnie, hyperinflace, hypoxémie, zanéty vyvolané
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hyperoxii, hypoxie, chirurgické sniZeni plicniho objemu,
plicni fibréza, plicni hypertenze, hypertrofie pravé
komory, sarkoidéza, drobné onemocnéni dychacich cest,
nesoulad mszi ventilaci a perfuzi, sipidni, nachlazeni a

lupus.

Tato conemocnéni se predeviim vyznacujl masivni
infiltraci neutrofild, infiltraci T-bunék nebo
neovaskuléarnim ristem a jsou spojovany s zvySenou tvorbou
IL-8, GRCu, GROPB, GROY, NAP-2 nebo ENA-T8, kteri je
zodpovedné za chemotaxi neutrofild na misto zanétu nebo za
ridici rus:t endotelidlnich bunék. Oproti jinym zané&tovym
cytokinum (IL-1, TNF a IL-6) maji IL-8, GROwa, GROB, GROy,
NAP-2 nebo ENA-78 jedinecnou vlastnost, ktera podporuje
chemotaxi neutrofild, spousténi enzymi vcetné spoudténi
elastédzy a rovné&? i tvorbu a aktivaci hyperoxidu.
Chemokiny-o, ale zejména IL-8, GROa, GRO, GROy, NAP-2 nebo
ENA-78 plsobici prostfednictvim receptoru IL-8 typu I nebo
1I, mohou podporovat neovaskularizaci nadord plisobenim na
ridici rlst endotelidlnich bunék. Proto inhibici IL-8
vyvolana chemotaxe nebo aktivace by vedla k primému

sniZeni infiltrace neutrofilil.

Nedavno objevené dikazy také ukazuii na roli chemokint
pPrfi lécbé infekci HIV, Littleman a kol., Nature 381, str.
661 (1996) a Koup a kol., Nature 382, str. 667 (1996).

Nedavno bylo nazna&eno pouZiti inhipitord IL-8 pri
léche aterosklerdzy. V &lanku Boisvert z kol., J.Clin.
Invest, 1998, 101: 353-363 bylo ukdzano bé&hem transplantace
kostni dfené, Ze nepfitomnost receptortu IL-8 na kmenovych
bunikdch (a proto, na monocytech/makrofazich) vede ke
zpomaleni vyvoje aterosklerotickych plata u mysi s
nedostatkem LDL receptorti. Toto zjisténi je podporovano v

nasledujicich odkazech: Apostolopoulos a kol.,
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Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 19%6, 16: 1007-1012; Liu

a kol., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 1997, 17:
317-323; Rus a kol., Atherosclerosis., 1996, 127:263-271;
Wang a kol., J. Biol. Chem., 1996, 271:8837 -8842:; Yue a
kol., Eur. J.Pharmacol., 1993, 240:81-84: Koch a kol., Am.
J.Pathol., 1993, 142: 1423-1431; Lee a xol., Immunol.
Lett., 1996, 53, 109-113; Terkeltaub a kcl., Arterioscler.
Thromb., 1994, 14: 47-53.

Tento vynalez také poskytuje prostrfedek pro lédbu
akutnich stavl, ale i pro prevenci, poskozeni CNS u
citlivych jedincl, prostfednictvim sloudenin vzorce (I),

které pusobi jako antagonisty chemokinovych receptoru.

Poskozeni CNS zahrnuje jak oteviené, tak i
prostupujici poranéni hlavy, jako je chirurgicky zakrok
nebo uzavrené poranéni hlavy, jako je poranéni oblasti
hlavy. Do této definice také nadlezi ischemicka mrtvice,

zejména mozkové oblasti.

Ischemicka mrtvice mGZe byt definovana jako loZiskové
neurologicka porucha, kterd je zplsobena nedostatecnym
zdsobovanim krvi uréité mozkové oblasti, obvykle jako
disledek embélie, trombézy nebo lokdlniho ateromatického
uzavfenl krevni cévy. V této souvislosti vyvstava uloha
zanétlivych cytokinG a tento vyndlez poskytuje prostfedek
pro potencialni lécbu téchto poskozeni. Do sou&asné doby
bylo relativné mélo prostfedk pro lécbu akutnich

poSkozeni.

INF-a je cytokin s protizdné&tlivym plsobenim, které
zahrnuje adhezni molekuldrni expresi endotelidlnich
leukocytu. Leukocyty infiltruji do ischemicky narudenych
bunék mozku a proto slou¢eniny inhibujici nebo sniZujici
koncentraci TNF by byly uZitedné pro lé&bu ischemického
poskozenl mozku. Viz Liu a kol., Strcke, Vol. 25, No. 7,
str. 1481-88 (1994), na ktery se timto odkazuje.
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Modely uzavfenych poranéni hlavy a jejich lécby
smésnymi &inidly 5-LO/CO jsou diskutovany v &lanku Shohami
a kol., J. of Vaisc & Clinical Physiology and Pharmacology,
Vol. 3, No. 2, str. 99-107(1992), na ktery se timto
odkazuje. Bylo zji3téno, %e lécba, ktera snizZuje vznik
edému, také zlep3uje funkéni vysledek u takto oSetfenych

zvirat.

SloucCeniny vzorce (I) jsou podévany v dostate&ném
mnozstvi, aby inhibovaly IL-8, vaZici se na receptory IL-8
alfa nebo beta, z vazby na tyto receptory, coZ je potvrzeno
sniZenim aktivace a chemotaxe netrofild. Zjisté&ni, ze
slouceniny vzorce I jsou inhibitory vazby IL-8 se opira o
u¢inky slouenin vzorcl (I) v in vitro zkoudkach vazby na
receptor, které jsou dale popsany. Bylo zjisténo, zZe
slouceniny vzorce (I) jsou inhibitory receptort IL-8 typu

II.

Vyraz ,onemocnéni nebo stadia onemocnéni

zprostredkovana IL-8%, jak je zde pouzit, oznalduje v3echna
stadia onemocnéni, ve kterych hraje ulohu IL-8, GROw, GROB,
GROy, NAP-2 nebo ENA-78, bud produkci IL-8, GROa, GROB,

GROy, NAP-2 nebo ENA-78 samotnych nebo uvolnénim daldich
monokinl, jako je napfiklad IL-1, IL-6 nebo TNF. Stadium
onemocneni, ve kterém je naptfiklad IL-1 hlavni sloZkou a
jehoZ tvorba a pusobeni zhor3uje stav onemocnéni nebo

zakryvad odezvu na IL-8, by proto mohlo byt povaZovano za

stadium onemocnéni zprostfedkované IL-8§.

Vyraz ,onemocn&ni nebo stadia onemocnéni
zprostredkované chemokiny™, jak je zde pouzit, oznacuje
vSechny stéddia onemocnéni, ve kterych hraje ulohu chemokin,
ktery se vaZe na receptor IL-8 a nebo B, jako je napriklad
IL-8, GROa, GROPB, GROy, NAP-2 nebo ENA-78. To by zahrnovalo

stadia onemocnéni, ve kterych IL-8 hraje Glohu, bud tvorbou

samotného IL-8 nebo zplsobenim uvolnéni daldich monokinu,




* .

L T
- 18 - [ L ] » ]

P o [ ‘ L3 3

[ L]

jako je naptiklad IL-1, IL-6 nebo TNF. Stadium onemocné&ni,
ve kterém je napriklad IL-1 hlavni sloZkou, jejiZ tvorba a
pusobeni zhorsuje stav onemocnéni nebo zakryvd odezvu na
IL-8, by proto mohlo byt povazZovdno za stédiu onemocnéni

zprostfedkované IL-8.

Vyraz ,cytokin", jak je zde pouZict, oinaéuje jakykoliv
vylucovany polypeptid, ktery ovliviuje Zinnost bunék a je
molekulou, kterd reguluje interakce mezi bunfikami reakcemi
imunitnimi, zanétlivymi a hematopoietickymi. Mezi cytokiny
patfi napfiklad monokiny a lymfokiny, kez ohledu na to, ze
kteryvch bunék vznikly. Napfiklad monokiny jsocu obecné
oznacovany Jjako latky vytvarené a vylucované jednodernymi
bunkami, jako jsou makrofagy a/nebo monocyty. Mnoho dalsich
bunek avsak také vytvari monokiny, buiky ,natural killer",
fibroblasty, bazofilni granulocyty, endotelidlni bunky,
mozkové astrocyty, stromadlni bunky kostni dfené, epiderdlni
keratinocyty a B-lymfocyty. Obecné je konstatovano, Ze
lymfokiny jsou vytvareny lymfocytovymi buifikami. Mezi
cytokiny naptriklad patfi interleukin-1 (IL-1), interleukin-
6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), nadorovy nekroticky faktor

alfa (TNF-a) a nadorovy nekroticky faktor beta (TNF-f).

Vyraz ,chemokin®, jak je zde pouZit, oznacuje
jakykoliv vylucovany polypeptid, ktery ovlivnuje ¢innost
bunék a je molekulou, kterd reguluje interakce mezi bunkami
reakcemi imunitnimi, zanétlivymi a hematopoietickymi,
podobné jako vyraz ,cytokin™ vySe. Chemokin je prevazZné
vylucovan bunéénymi transmembrdnami a zpusobuje chemotaxi a
aktivaci specifickych bilych krvinek, leukocytu,
neutrofill, monocytd, makrofdgd, T-bunék, B-bunék,
endotelidlnich bunék a bunék hladkého svalstva. Mezi

chemokiny naptriklad patf#i IL-8, GROo, GROB, GROy, NAP-2,

ENA-78, IP-10, MIP-la, MIP-B, PF4 a MPC 1, 2 a 3.




Sloudeniny podle tohoto vynalezu jsou také uzitelne
v normalizovéani po&tu leukocytl a rovné? i normalizovani

hladiny cirkulujicich chemokind.

Farmaceuticky prostredek ze sloudeniny vzorce (I) nebo
jeji farmaceuticky pfijatelné soli bude pro lécebné pouZiti
pripraven v souladu se standardni farmaceutickou praxi.
Tento vynédlez se proto také tyka farmaceutického prostfedku
obsahujiciho u&inné, netoxické mnozstvi slouceniny vzorce

(I) a farmaceuticky prijatelny nosic nebo fedidlo.

Sloudeniny vzorce (I), jejich farmaceuticky ptrijatelné
soli a z nich vytvofené farmaceuticke prostfedky mohou byt
vhodné podavany jakymkoliv zpusobem béZné pouZivanym pro
aplikaci 1lé¢iv, jako je oralni, mistni, parenteralni nebo
inhalaéni podavani. SlouCeniny vzorce (I) mohou byt
podavany v ké&inych davkovacich formach pfipravenych
spojenim slouCeniny vzorce (I) se standardnim
farmaceutickym nosicem podle bé&Znych pracovnich postuptl.
Sloucdeniny vzorce (I) mohou také byt podavany v béZnych
davkach spole&né& se znémou druhou terapeuticky uc¢innou
slou&eninou. Tyto pracovni postupy mohou zahrnovat michani,
granulovani, 1isovani nebo rozpoudténi vhodnych sloZzek na
pofadovany pfipravek. Forma a charakter farmaceuticky
prijatelného nosice nebo tedidla zavisi na mnoZstvi aktivnil
slozky, se kterou mé byt spojovana, na zpusobu podavani a
na dal&ich dobfe znamych proménnych. Nosi&/nosic¢e musi byt
,of¥ijatelny/piijatelné™ ve smyslu kompatibility s jinymi
slozkami pripravku a nesmi dkodit jeho prijemci.

Pouzity farmaceuticky nosic mizZe byt naptiklad bud
tuha latka nebo kapalina. Mezi tuhé noside napfiklad patfi

laktéza, bila hlinka, sacharodza, mastek, Zelatina, agar,

pektin, arabska guma, stearat hofednaty, kyselina stearova

a podobné. Mezi kapalné nosice napriklad patfi sirup,
podzemnicovy olej, olivovy olej, voda a podobné. Nosil nebo

¥edidlo maZe obsahovat stabilizaéni latku dobfe znamou
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v oboru, jako je glycerylmonostearédt nebo glyceryldistearat

samotny nebo s voskem.

MiZe byt vyuZita Siroka Ikala farmaceutickych forem.
JestliZe je pouZit tuhy nosid, potom ofipravek maZe byt
tabletovan, vkladan do tvrdych zelatinovych kapsli ve formé
prasku nebo kulidek nebo mtze byt ve formé pilulek a
pastilek. MnoZstvi tuhého noside se bude vyrazné lisit, ale
vyhodné bude od asi 25 mg do asi 1 g. JestliZe je pouZit
kapalny nosié¢, potom bude ve formé sirupu, emulze, mékké
Zelatinové kapsle, sterilni injektovatelné kapaliny

v ampuli nebo nevodné kapalné suspenze.

SlouCeniny vzorce (I) mohou byt podavany topicky, tj.
nesystémovym poddvanim. To zahrnuje podavani slouceniny
vzorce (I) zevné& na pokozZku, do dutiny ustni nebo
vkapavanim této slouCeniny do ucha, oka a nosu tak, aby
tato sloucenina vyznamné& nevstupovala do krevniho ?edidta.
Naopak systémové podavani ozna&uje oralni, intravendzni,

intraperitonedlni a intramuskularni podavani.

Mezli pfipravky vhodné pro mistni poddvani pat#i tekuté
a polotekuté pripravky vhodné pro pronikani pres kGzi
k mistu zanétu, jako jsou mazani, lotion, krémy, masti nebo
pasty a kapky vhodné pro podavani do oka, ucha nebo nosu.

Q

U mistniho poddvani miZe pripravek obsahovat od 0,001 % do

Q

10 % hmotn. aktivni sloZky a naptriklad 1 a% 2 % z hmotnosti
pripravku. Ac¢koliv miZe obsahovat aZ 10 $ hmotn. aktivni
sloZky, vyhodné bude obsahovat méné& ne? 5 % hmotn.,

vyhodnéji od 0,1 % do 1 % hmotn.

Mezi lotion podle tohoto vyndlezu pat#i ty, které jsou
vhodné pro aplikaci na ktZi a do oci. 0&ni lotion mohou
obsahovat sterilni vodny roztok, pfipadna obsahujici
baktericidni latku, a mohou byt pfipraveny podobnymi
zpusoby, které jsou pouzivany pfi pfipravé kapek. Lotion a

mazani pro aplikaci na k@1Zi mohou také obsahovat cinidlo




urychluZZci vysouSeni a ochlazeni ktze, jako je alkohol
nebo acetcn a/nebo zvlh&ovaé, jako je glycerol nebo olej,

jako je ricinovy olej nebo podzemnicovy olej.

Kréry, masti nebo pasty podle tohoto vynalezu jsou
polotuhé xompozice aktivni slozky pro zevni aplikaci. Mohou
byt pfipraveny michanim aktivni sloZky v jemné rozptylené
nebo pra&kové formé&, samotné nebo v roztoku nebo suspenzi
ve vodné nebo nevodné kapaliné za pomoci vhodného strojniho
zarizeni s mastnym nebo nemastnym zakladem. Tento zaklad
miZe obsanovat uhlovodiky, jako je tvrdy, mékky nebo tekuty
parafin, clycerol, v&eli vosk, kovové mydlo; rostlinné
lepidlo; clej pfirodniho plivodu, jako je mandlovy olej,
kukuricnv olej, podzemnicovy oclej, ricinovy olej nebo
olivovy clej; tuk z ov&i vlny nebo jeho derivaty nebo
mastnou xvselinu, jako je kyseliny stearovid nebo kyselina
olejova spole¢né& s alkoholem, jako je prepylen nebo
makrogel. Pripravek miZe obsahovat jakékoliv vhodné
povrchové aktivni ¢inidlo jako je anionaktivni,
kationaktivni nebo neionogenni tenzid, jako je ester
sorbitanu nebo jeho polyoxyethylenovy derivat. Také mohou
byt pouZita suspenzacdni &inidla, jako jsou prirodni gumy,
derivaty celulézy nebo anorganické latky jako oxidy

kfemiku, a dal3i sloZky, jako je lanolin.

Kapky podle tohoto vyndlezu mohou obsahovat sterilni
vodné nekc olejovité roztoky nebo suspenze a mohou byt
pfipraveny rozpudténim aktivni sloZky ve vhodném vodném
roztoku baktericidniho a/nebo fungicidniho &inidla a/nebo
jakékoliv jiné vhodné konzervaé&ni latky a vyhodné s
povrchové aktivni latkou. Vysledny roztok miZe byt potom
preCcisteén filtraci, pfeveden do vhodného obalu, ktery je
potom uzavien a sterilizovan v autokldvu nebo zah?ivan pri
teploté 98 - 100 °C po dobu 30 minut. Alternativné& tento
roztok maZe byt sterilizovan filtraci a pfeveden do obalu

aseptickym pracovnim postupem. Mezi vhodné baktericidni a




L

3 0 * [
_22_ [} L 4 » .

[ 3 . o o -

[ [ . .

.

fungicidni ¢inidla vhodnd pro pouziti v kapkéch napf¥iklad
patfi fenylmerkuriumnitrdt nebo acetat (0,002 %),
benzalkoniumchlorid (0,01 %) a chlorhexidinacetat (0,01 %).
Mezli vhodna rozpoustédla pro ptipravu olejovitého roztoku

pat¥i glycerol, zfedény alkohol a propylenglykol.

Slou€eniny vzorce (I) mohou byt podavany parenteralné&,
tj. intravendzné, intramuskularné&, podkoZné, intranazalng,
intrarektdlné, intravagindlné nebo intraperitonedlné.
Obecné jsou preferovany podkoZni a intramuskuldrni formy
parenteralniho podavani. Vhodné déavkovaci formy pro takova
podavéani mohou byt pfipraveny béZnymi pracovnimi postupy.
SloucCeniny vzorce (I) mohou byt poddvany inhalacné&, tj.
intranazadlnim a oralnim inhalad¢nim podavanim. Vhodné
davkovaci formy pro takové podavani, jako jsou aerosolovy
ptipravek nebo davkovaci inhaldtor, mohou byt pripraveny

bé&Znymi pracovnimi postupy.

U vSech zplsobl pouZiti popsanych v tomto vynadlezu pro
slouceniny vzorce (I) bude vyhodné denni oralni davka od
asi 0,01 do 80 mg/kg celkové té&lesné hmotnosti. Denni
parenteralni davka bude vyhodné& od asi 0,001 do asi 80
mg/kg celkové télesné hmotnosti. Denni mistni davka bude
vyhodné od 0,1 mg do 150 mg, podavanad 1 azZ 4 krat, vyhodné
2 aZz 3-krat denné. Denni inhalaéni davka bude vyhodn& od
asi 0,01 mg/kg do asi 1 mg/kg. Odbornikim je zfejmé, ze
optim&lni mnoZstvi a ¢asovani jednotlivych davek
slouceniny vzorce (I) nebo jeji farmaceuticky pfijatelné
soli bude zaviset na povaze a rozsahu onemocnéni, na formé&,
zpusobu a misté podadvani a na konkrétnim léceném pacientu.
Optimalni davkovani miZe byt stanoveno bé&Znymi postupy.
Odborniky bude také zfejmé, Ze optimdlni prubéh lécby, tj.
poCet davek sloueniny vzorce (I) nebo jeji farmaceuticky
pfijatelné soli poddvanych denné po definovany po&et dni,
miZe byt zjistén odbornikem za pouZiti bé&Znych testd pro

stanoveni doby trvani lécby.
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Dale ptude tento vyndlez charakterizovdn nasledujicimi
biologickymi pfiklady, které jsou pouze ilustrativni a

nemajl byt chdpdny jako omezeni rozsahu tohoto vynalezu.

Biologické priklady

InhiciZni G¢&inky sloucenin podle tohoto vyndlezu vaci
chemokinim IL-8 a GRO-a byly stanoveny nasledujici in vitro

testem:

Zkousky vazby na receptor:

Lidsky rekombinantni ['*°I]IL-8 se specifickou
aktivitou 2000 Ci/mmol byl zisk&n od Amersham Corp.,
Arlington Heights. GRO-a byi ziskdn od NEN-New England
Nuclear. VSechny dalsi chemikdlie byly analytické kvality.
Vysoké koncentrace receptord rekombinantniho lidského IL-8
typu o a B byly individudlné exprimovany ve vajecnikovych
bunkach ¢inského ktrecka, jak bylo dfive popsano (Holmes a
kol., Science, 1991, 253, 1278). Vajecnikové membrany z
¢inského krecka byly homogenizovany podle dfive popsaného
protokolu (Haour a kol.,J. Biol Chem., 249, pp. 2195-2205
(1974), s tou vyjimkou, Ze homogenizacni pufr byl zaménén
za 10 mM Tris-HCl, 1mM MgSO4, 0,5 mM EDTA
(ethylendiamintetraoctovad kyselina), 1 mM PMSF (oa-
toluensulfonylfluorid), 0,5 mg/L Leupeptin, pH 7,5.
Koncentrace membranovych proteint byla stanovena za pouzZiti
testovacl mikrosoupravy od Pierce Co. s hovézim sérovym
albuminem jako standardem. VSechny zkousky byly provadény

v 96-jamkové mikrodesticce. KaZidad reakéni smés obsahovala
'2°T IL-8 (0,25 nM) nebo '*°I GRO-a a 0,5 pg/ml IL-8Ra nebo
1,0 pg/ml IL-8RP membran v pufrech 20 mM Bis-Trispropanu a
0,4mM Tris HCl o pH 8,0, obsahujicimi 1,2 mM MgSO4, 0,1 mM
EDTA, 25 mM NaCl a 0,03 % CHAPS. Da&le bylo pfidano lécivo
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nebo zkoumand sloucdenina, kterad byla rozpudténa v DMSO tak,
aby konecna koncentrace byla mezi 0,01 nM a 100 uM. ZkouSka
byla zahdjena pfidanim '**I-IL-8. Po 1 hodin& pfi pokojové
teploté byla deska sklizena za pouZiti zarizeni Tomtec 96-
well na filtrac¢ni plachetku ze sklenénych vlaken
impregnovanou 1% polyethyleniminem/0,5% BSA a byla trikrat
promyta 25mM NaCl, 10mM TrisHCl, 1mM MgSO,, 0, 5mM EDTA,
0,03% CHAPS, pH 7,4. Filtr byl potom suSen a byla

zjistovana cetnost pulsd na detektoru Betaplate s kapalnym
scintilatorem. Receptor rekombinantniho IL-8Rot nebo typu I
Je také oznacovdn v tomto textu jako nepermisivni receptor
a receptor rekombinantniho IL-8RP nebo typu II je také

oznacovan v tomto textu jako permisivni receptor.

VSechny ovérované sloudeniny vzorce (I) uvedené
v tomto textu v &asti pfiklady syntéz, priklad 1 aZ 15,
vykazovaly hodnotu ICsy od asi 45 do asi <1 ng/ml
u permisivnich modeld pro inhibici receptoru IL-8. U
testovanych slouCenin z pfikladd 1 aZ 12 bylo také
zjiSténo, Ze Jsou to inhibitory vazby Gro-a asi na stejné

urovni.

Zkouska na chemotaxi:

Inhibi¢ni vlastnosti téchto slou&enin in vitro byly
stanoveny zkouSkou na chemotaxi u neutrofil®, jak je
popsano v Current Protocols in Immunology, Vol I, Suppl 1,
Unit 6.12.3., na ktery se timto odkazuje. Neutrofily byly
izolovany z lidské krve, jak je popsdno v Current Protocols
in Immunology, Vol I, Suppl 1, Unit 7.23.1., na ktery se
timto odkazuje. Chemoatraktanty IL-8, GROq, GROB, GROy,
NAP-2 a ENA-78 byly vloZeny do dolni komirky 48-
multijamkové komtrky (Neuro Probe, Cabin John, MD)

v koncentraénim rozsahu mezi 0,1 a 100 nM. Tyto dvé komirky

byly oddé€leny Spm polykarbondtovym filtrem. KdyZz byly




- 25 - :

testovany sloucCeniny podle tohoto vynalezu, byly smichéany

s bunkami (0,001 - 1000 nM) pravé pred pridanim bun&k do
horni komtrky. Buiiky byly inkubovany po dobu 45 aZ 90 minut
pri teplete asi 37 °C ve zvlh&ovaném inkubdtoru s 5% CO,.
Na konci inkubaéni doby byla polykarbondtovd membrana
odstranéna a vrchni strana byla oplachnuta, potom byla
membrana coarvena podle protokolu Diff Quick (Baxter
Products, McGaw Park, IL, USA). Bunky, které se pohybovaly
pomoci chemotaxe k chemokinu, byly vizudlné& spoditany na
mikroskopu. Obecné byly po&itény 4 pole z kaZdého vzorku,
tyto hodncty byly zprimérovany, a tim bylo moZno stanovit
primérny rolet bunék, které se pohybovaly. KazZdy vzorek byl
testovan v triplikatech a kazdd sloucenina byla alespon
Ctyfikrat testovana. K urditym buikdm (pozitivni kontrolni
buntky) nebyla pridéna Zadnad sloucdenina, tyto buhky
reprezentuil maximdlni chemotaktickou odezvu bunék.

V pripadé, Ze je poZadovana negativni kontrola
(nestimulcvana), nepfidad se do dolni komirky Zadny
chemokin. Rozdil mezi pozitivni a negativni kontrolou

predstavuje chemotaktickou aktivitu bunék.

Zkouska na uvoliovani elastazy:

Slouceniny podle tohoto vyndlezu byly testovany na
jejich schopnost zabrédnit uvolfovani elastazy z lidskych
neutrofild. Neutrofily jsou izolovany z lidské krve, jak je
popsano v Protocols in Immunology, Vol I, Suppl 1, Unit
7.23.1. Buiky PMNs 0,88 x 10° suspendované v Ringerové
roztoku (NaCl 118 mM, KCl 4,56 mM , NaHCO; 25 mM, KH,PO,
1,03 mM, glukdéza 11,1 mM, HEPES 5 mM, pH 7,4) byly
odpipetovany do kazZdé jamky na 96-jamkové mikrodestidce
v objemu 50 pl. K této desticce je pridana testovaci
sloucenina (0,001 - 1000 nM) v objemu 50 nl, cytochalasin B
v objemu 50 pl (20 pg/ml) a RingerGv pufr v objemu 50 pl.
Tyto bunky byly ponechany ohrat (37 °C, 5% CO, a rel.
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vlhkost 95 %)p dobu 5 min, potom k nim byl pfidén IL-8,
GROc, GROB, GROy, NAP-2, aby byla dosaZena koned&na
koncentrace v rozsahu od 0,01 do 1000nM. Reakce byla
poneché&na probihat po dobu 45 minut, potom byla 96-jamkova
desticka odstredé&na (800 Xg, 5 min.) a 100 pl supernatantu
bylo odtaZeno. Tento supernatant byl pfidén na druhou 96-
jamkovou desticku, potom byl pridan umély substrat elastézy
(MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Nova Biochem, La Jolla, CA)
rozpustény ve fosfatovém pufrovaném fyziologickém roztoku,
aby bylo dosaZeno kone&né koncentrace 6 ng/ml. Okamzité
byla deska vloZena do fluorescentniho &teciho zafizeni pro
mikrodesticky (Cytofluor 2350, Milipore, Bedford, MA) a
Udaje byly shromaZdovany v 3 minutovych intervalech podle
zpusobu popsaném v Nakajima a kol., J. Biol. Chem, 254,
4027 (1979). MnoZstvi uvolnéné elastazy z PMNs bylo
vypocCteno mé&fenim rychlosti degradace MeOSuc-Ala-Ala-Pro-
Val-AMC.

Zkouska TNF-o pfi traumatickém poranéni mozku

Tato zkouSka poskytuje stanoveni exprese nadorového
nekrotického faktoru mRNA ve specifickych oblastech mozku,
kterd nasleduje po experimentalné vyvolaném lateralnim
perkusnim traumatickém podkozeni mozku (traumatic brain
injury - TBI) u krys. Dospélé krysy rodu Sprague-Dawley
(n=42) byly znecitlivény pentobarbitalem sodnym (60 mg/kg,
i.p.) a byly vystaveny podkozeni mozku poklepem v laterdlni
oblasti o stfedni sile (2,4 atm.) ve sméru pres levy
temporaparietalni kortex (n=18) nebo ,predstiranému™
oSetfeni (znecitlivéni a chirurgicky zakrok bez posSkozeni,
n=18). Zvirata byla usmrcena dekapitaci po 1,6 a po 24
hodinach po poskozeni, mozek byl vyjmut a byly pfipraveny
vzorky tkani z levého (poskozeného) temenniho kortexu (LC),

z odpovidajici oblasti kontralateralniho pravého kortexu
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(RC), z xortexu sousediciho s poskozenym temennim kortexem
(LA), =z odpovidajici sousedni oblasti pravého kortexu (RA),
z levéhc hippocampu (LH) a pravého hippocampu (RH) . Byla
izolovéana celkova RNA a ,Northern blot™ hybridizace byla

provadéna a kvantifikovana relativné k TNF-q pozitivni

kontrole RNA (makrofdg = 100 %) . Patrné zvyfeni TNF-o mRNA
€Xprese cylo pozorovéno u LH (104 £ 17 & vaci pozitivni
kontrole, p < 0,05 ve srovnani s Pfedstiranym oSetfenim),
LC (105 = 21 g, p < 0,05 a LA (69 + 8%, p < 0,01) v
poskozené hemisfére 1 hodinu po poikozeni. ZvySend TNF-q
MRNA exprese byla také pozorovana v LH (46 + § %,

p <0,05, LC (30 + 3%, p < 0,01) a LA (32 £ 3%, p < 0,01)
pPo 6 hodinéch, coz bylo odlisné od poskozeni po 24
hodindch. v kontralaterdlni hemisfére byla exprese TNF-q
MRNA zvy3ena u RH (46 £ 2 g, p <0,01), RC (4 + 3 %) a RA
(22 £ 8 %) po 1 hoding a U RH (28 + 11 %), RC (7 5 %) a
RA (26 + & 3, p < 0,05) po 6 hodinach, ale ne 24 hodin po
poskozeni. U predstiraného osetreni (chirurgicky zakrok bez
poskozeni) zvitat nebo zvifat bez oSetfeni nebyly
pozorovany Zadné odpovidajici zmény v expresi TNF-q mRNA

v Zadné ze 6 mozkovych oblasti v Zadné hemisfére v
jakémkoliv Zase. Tyto vysledky ukazuji, Ze po pekrusnim
poskozeni mozku v parasagittalni oblasti je zménéna &asova

exprese TNE-o mRNA ve specifickych oblastech mozku, v&etné

téch v nepoikozené hemisfé¥e. Protosze INF-a je schopen
indukovat nervovy rustovy faktor (GF) a stimulovat uvolnéni
dalSich cytoking z aktivovanych astrocytd, tato
posttraumatickd zmé&na v genové expresi TNF-g hraje
dileZitou ulohu v jak akutni, tak i regenerativni reakci na

poranéni CNS.
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Model poskozeni CNS pro IL-$ m RNA

Tato zkou$Ska charakterizuje regionidlni expresi
interleukinu - 1B (IL-1B) mRNA ve speciiickych oblastech
mozku po experimentalné vyvolaném perkusnim traumatickém
poskozeni mozku v laterdlni oblasti u krys. Dospélé krysy
rodu Sprague-Dawley (n=42) byly znecitlivény
pentobarbitalem sodnym (60 mg/kg, i.p.) a byly vystaveny
poSkozeni mozku poklepem v laterdlni oblasti o strfedni sile
(2,4 atm.) ve sméru pfes levy temporaparietdlni kortex
(n=18) nebo ,pfedstiranému“ o3etfeni (znecitlivéni a
Chirurgicky zakrok bez poSkozeni, n = 18). Zvirata byla
usmrcena po 1,6 a po 24 hodindch po poskozeni, mozek byl
vyjmut a byly pfipraveny vzorky tkani z levého
(poskozeného) temenniho kortexu (LC), z odpovidajici
oblasti kontralateralniho pravého kortexu (RC), z kortexu
sousediciho s poskozenym temennim kortexem (LA),

z odpovidajici sousedni oblasti pravého kortexu (RA),

z levého hippocampu (LH) a pravého hippocampu (RH). Byla
izolovana celkovd RNA a ,Northern blot™ hybridizace byla
provadéna a mnoZstvi mozkové tkané (IL-1B)mRNA bylo
prezentovano jako procentickd relativni radioaktivita
(IL-1B)pozitivni makrofdgové mRNA, ktera byla davkovéana na
stejny gel. Jednu hodinu po podkozeni mozku bylo pozorovéano
patrné a vyznamné zvySeni exprese (IL-1B)mRNA u LC

(20,0 £ 0,7% vA&i pozitivni kontrole, n = 6, p < 0,05 ve
srovnani s pfedstiranym oSetfenim), LH (24,5 £ 0,9 %,

p < 0,05) a LA (21,5 + 3,1%, p < 0,05) v poSkozené
hemisféfe, kterd zistala zvyZena aZ 6 hodin po posSkozeni
uLC (4,0 £ 0,4 %, n=6, p < 0,05) a LH (5,0 * 1,3%,

p < 0,05). U ptredstiraného oSettfeni zvifat nebo zvirat bez
oSetfeni nebyly pozorovany Zadné odpovidajici zmény

v expresi (IL-1B)mRNA v kterékoliv mozkové oblasti. Tyto

vysledky ukazuji, Ze po TBI je doCasnéd exprese (IL-1B)mRNA
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regionédlné stimulovana ve specifickych oblastech mozku.
Tyto regiondlni zmény u cytokindg, jako je IL-1f, hraji

Glohu v posttraumatickém zméné.

Na wvSechny publikace, které zahrnuji, ale nejsou
omezeny na patenty a patentové ptihlasky, které byly
citovany v popisu, se timto odkazuje v rozsahu, jako by
kaZzdé z téchto publikaci byla specificky a individualné

uvedena.

Popis uvedeny vyse uplné popisuje tento vynadlez v&etné
jeho vyhodnych provedeni. Modifikace a zlepseni téchto
usporadéani vyslovné& uvedené v tomto textu jsou v rozsahu
nasleduiicich patentovych naroki. Predpokladdéd se, Ze bez
dalsiho rozpracovéni je odbornik schopen za vyuziti
predchazejiciho popisu vyuZit tento vyndlez v jeho
nejs$irsim rozsahu. Z tohoto divodu maji byt ptiklady
chapéany pouze jako ilustrativni, které neomezuji rozsah
tohoto vyndlezu v Zadném smé&ru. Provedeni tohoto vynalezu,

které predstavuji ndroky na ochranu jsou uvedeny dale.
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PATENTOVE NAROKY

1. Slouéeniny vzorce:

0 0

(I)
kde:

R je vybrana ze skupiny sestavajici z OH, SH a NHSO:Ry;

Rq Je vybrana ze skupiny sestavajici z NRgR,, alkylu,
arylCi.y alkylu, arylC,_jalkenylu, heterocarylu,
heteroaryl-C;_4alkylu, heteroarylC,.4 alkenylu, heterocyklu a
heterocyklCi.4alkylu, kde arylové, heterocarylové a

heterocyklické kruhy jsou vSechny pfipadné substituovany;

R¢ a R7; jsou nezavisle vodik nebo Ciqalkylovd skupina nebo
Re a Ry spoleéné s dusikem, ke kterému jsou pfipojeny,
tvofi 5- aZ 7-&lenny kruh, pridem# tento kruh pfipadné
obsahuje dal3i heteroatom, ktery je vybrdn z kysliku,
dusiku nebo siry, a tento kruh maZe byt pripadné

substituovan;

R1 je nezévisle vybrana ze skupiny sestavajici z vodiku,
halogenu, nitroskupiny, kyanoskupiny,
halogensubstituovaného Ci-10alkylu, Ci-jpalkylu, Cs-10alkenylu,
Ci-10alkoxyskupiny, halogensubstituované Ci-roalkoxyskupiny,
azidu, (CRgRg)4S(0)Ry, hydroxyskupiny, hydroxyCi_4alkylu,
arylu, arylC;.4alkylu, aryloxyskupiny,
arylCiyalkyloxyskupiny, heteroarylu, heteroarylalkylu,
heterocykluy, heterocyklCi_4alkylu, ; heteroarylCi.4-
alkyloxyskupiny, arylCs_jpalkenylu, heteroarylC,-jpalkenylu,
heterocyklczﬂoalkenylu, (CRgRg) gNR4Rs, Cz-10alkenylC (0) NR4Rs,
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(CRgRg) sC (O)NR4Rs, (CRgRg)qC (O)NR4R1g, S(O)3H, S(O)3Rs,

(CRgRg) sC(O)R11, Cp-1palkenylC(O)Ry1, Cz-10alkenyl-
C(0O)OR:: (CRgRg) qC(O)OR12, (CRgRg) qOC(O) Ri1, (CRgRg)NR4C(O)Ruy,
(CRgR3) :NHS (0) 2R17, (CRgRg) ¢S (0)2NR4R5; nebo dvé jednotky R
spolecné tvofi 0-(CH;)sO- nebo 5- aZ 6-C¢lenny nenasyceny

kruh;

g je O nebo celé ¢&islo nabyvajici hodnotu 1 az 10;
t je 0 nebo celé &islo nabyvajici hodnotu 1 nebo 2;
s je celé Cislo nabyvajici hodnotu 1 az 3;

R; a Rs; jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici z
vodiku, pfipadné substituovaného C;_salkylu, pripadné
substituovaného arylu, pfipadné substituovaného
arylC;.;alkylu, pripadné substitucovaného heteroarylu,
pfipadné substituovaného heterocarylCi.,alkylu, heterocyklu a
heterocyklCi4alkylu, nebo Ry a Rs spolec¢né s dusikem, ke
kterému jsou ptripojeny, tvoiri 5- azZz 7-&lenny kruh, ktery
pripadné obsahuje dalsi heteroatom vybrany z kysliku,

dusiku nebo siry;

Y je nezavisle vybrand ze skupiny sestavajici z vodiku,
halogenu, nitroskupiny, kyanoskupiny,
halogensubstituovaného Ci-joalkylu, Ci.ijgalkylu, Cz-jpalkenylu,
Ci-j0alkoxyskupiny, halogensubstituované C;.jpalkoxyskupiny,
azidu, (CRgRg)4S(0)¢Rq, hydroxyskupiny, hydroxyCijsalkylu,
arylu, arylCj.salkylu, aryloxyskupiny, arylC;
salkyloxyskupiny, heteroarylu, hetercarylalkylu,
heteroarylC;-qakyloxyskupiny, heterocyklu,
heterocyklCi4alkylu; arylC,_jpalkenylu,
heteroarylC,.jpalkenylu, heterocyklC;_jpalkenylu,

(CRgRg) oNR4Rs, Cz.10alkenylC(O)NR4Rs, (CRgRg)4C (0O)NR4Rs,
(CRgRg) ¢C (O) NR4R1p, S(O)3H, S(O)3Rs, (CRgRg)qC(O) Ry,
Cy-10alkenylC(0O)Ry;, Cz-10alkenylC(0O)ORy;, C(O)Ri1,
(CRgRg) ¢C (O) OR12, (CRgRg)qOC(O)Ri11, (CRgRg)gNR4C(O)Raa,
(CRgRg) gNHS (O) 2R4, a (CRgRg) ¢S (0)2NR4Rs; nebo dvé jednotky Y
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spolecdné tvori O-(CH)s0O- nebo 5- az 6-Clenny nenasyceny
kruh;

n je celé ¢&islo nabyvajici hodnot 1 a? 5;
m je celé Cislo nabyvajici hodnot 1 a? 4;
Rg je vodik nebo Ci.galkyl;

Rio je Ci-10alkylC(0)Rg;

Ri1 Je vybréna ze skupiny sestédvajici z vodiku, Cj-salkylu,
pfipadné substituovaného arylu, pfipadné substituovaného
arylCi-qalkylu, pfipadné substituovaného hetercarylu,
pfipadné substituovaného heterocarylC;salkylu, pripadné
substituovaného heterocyklu a pfipadné substituovaného

heterocyklCi_jalkylu;

Ri2 je vybrana z vodiku, Cj-jpalkylu, pripadné
substituovaného arylu a pfipadné substituovaného

arylalkylu; a

Ri7 je vybrédna ze skupiny sestédvajici z Ci-qalkylu, arylu,
arylalkylu, heterocarylu, heteroarylC;;alkylu, heterocyklu a
heterocyklCisalkylu, kde arylové, heteroarylové a

heterocyklické kruhy jsou v3echny pfipadné substituovany.

2. Sloucenina podle ndroku 1, vybrana ze skupiny
sestavajici z:

1) 3—(4~kyan~2—hydroxyanilino)—4—(2—bromanilino)—cyklobut—
3-en-1, 2-dionu;

2) 3—(4—kyan—2—hydroxyanilino)—4—(2—chloranilino)—cyklobut-
3~en-1,2~-dionu;

3) 3-(4-kyan-2-hydroxyanilino)-4-(2,3-dichloranilino) -
cyklobut-3-en-1,2-dionu;

4) 3—(4~nitro—2—hydroxyanilino)—4—(2—bromanilino)—cyklobut—

3-en-1,2-dionu; a




5) 3—(4—chlor—z—hydroxyanilino)—4~(2—bromanilino)—cyklobut—

3-en-1,2-dionu.

3. Farmaceuticky prosttedek, vyznacujici se tim, Ze
obsahuje 4¢inné mnoistvi slouCeniny podle ndroku 1 a

farmaceuticky pfijatelny nosi& nebo Fedidlo.

4. Zpusob lécby onemocnéni zprostfedkovanych chemokiny, kde

chemokin se vadZe na receptor IL-8 o nebo B u savcl, pricem?
tento zpusob zahrnuje podévadni tomuto savci G&inného

mnoZstvi sloudeniny majici vzorec podle nédroku 1.

5. ZpUsob podle naroku 4, kdy savec je postizZen
nasledujicimi onemocné&nimi zprostredkovanymi chemokiny,
vybranymi ze skupiny sestavajici z lupénky, atopické
dermatitida, osteoartritidy, revmatické artritidy, astmatu,
chronického obstruktivniho onemocné&ni plic, syndromu
respiracni uzkosti dospé&lych, zané&tlivého stfevniho
onemocneéni, Crohnovy choroby, viedovitého zanétu tlustého
stfeva, mrtvice, septického Soku, roztroudené sklerézy,
endotoxického 3Soku, gramnegativni sepse, syndromu toxického
Soku, srde&niho a ledvinového reperfuzniho poskozeni,
glomeruldrni nefritidy, trombdzy, reakce mezi prijemcem a
Stépem, Alzheimerovy choroby, odhojeni aloimplantatu,
malarie, restendzy, angiogeneze, aterosklerézy,
osteopordzy, zanétu dasni a neZddouciho uvolnéni
hematopoietickych kmenovych bunék a onemocnéni zpusobenych
respiracnimi viry, herpetickymi viry a epidemickou
hepatitidou, meningitidy, cystické fibrézy, pred&asného
porodu, kaSle, svédéni, dysfunkce vice organl, traumatu,
namozeni, podvrknuti, zhmoZdéni, lupénkové artritidy,
oparu, encefalitidy, vaskulitidy CNS, traumatického
poSkozeni mozku, nadoru CNS, subarachnoidalniho krvaceni,

postchirurgického traumatu, intersticiilniho zan&tu plic,
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hypersenzitivity, artritidy vyvolana krystaly, akutni a
chronické pankreatitidy, akutni alkoholové hepatitidy,
nekrotizujici enterokolitidy, chronické sinusitidy,
uveitidy, polymyozitidy, vaskulitidy, akné, Zaludednich a
dvanactnikovych viedl, celiakie, ezofagitidy, glositidy,
nepruchodnosti dychacich cest, precitliv&losti dychacich
cest, bronchiolitidy obliterans vyvolavajici zapal plic,
bronchiektézie, bronchiolitidy, bronchiolitidy obliterans,
chronické bronchitidy, cor pulmonae, dusnosti, rozedmy,
hyperkapnie, hyperinflace, hypoxémie, zansdtda vyvolanych
hyperoxii, hypoxie, chirurgického snizeni plicniho objemu,
plicni fibrézy, plicni hypertenze, hypertrofie pravé
komory, sarkoiddézy, drobného onemocnéni dychacich cest,
nesouladu mezi ventilaci a perfuzi, sipani, nachlazeni a

lupu.
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