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Toto fedeni poskytuje aminoindanonové inhibitory transkripce
faktoru NF-kB a jejich farmaceuticky pfijatelné soli, hydraty a
solvaty, farmaceutické prostiedky z takovych slouenin a
zpiisoby pro 1é8bu onemocnéni, u nichZ je prokédzana aktivace
NF-«kB. Specifidtgji poskytuje feSeni zplisoby pro 1écbu fady
onemocnéni spojenych s aktivaci NF-kB v&etné zanétlivych
onemocnéni, zejména revmatoidni artritidy, zanétlivych
onemocnéni stieva a astmatu; koZnich onemocnéni, zejména
psoriasy a atopické dermatitidy; autoimunitnich onemocnéni;
odhojeni tkani nebo organti; Alzeimerovy choroby; mrtvice;
aterosklerdzy; restendzy; rakoviny, véetné Hodkinovy
choroby; a urtitych virovych infekei, véetng AIDS;
osteoartritidy; osteopor6zy a ataxie teleangiektasie, podavanim
slougeniny podle tohoto Feen{ pacientovi, ktery to potfebuje.




Inhibitory transkripéniho faktoru NF-«B

Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka& obecné zplsobl inhibice
transkrip&niho faktoru NF-«xB za pouziti aminoindanont.
Takové sloueniny jsou vhodné zejména pro léCbu onemocnéni,
u kterych je prokdzéna aktivace NF-kB. Pfesné&ji, tyto
sloudeniny inhibuji fosforylaci I-kB a naslednou degradaci.
Takové sloudeniny jsou vhodné pro lé&bu fady onemocnéni
spojenych s aktivaci NF-kB, vCetné zanétlivych onemocneni,
zejména revmatoidni artritidy, z&dnétlivych onemocnéni stfeva
a astmatu; dermatdz, zejména psoriasy a atopické
dermatitidy; autoimunitnich onemocnéni; odhojeni tkani nebo
organti; Alzheimerovy choroby; mrtvice; aterosklerdzy;
restenézy; rakoviny, véetné& Hodgkinovy choroby; a nékterych
virovych infekci, v&etné AIDS; osteoartritidy; osteopordzy a

ataxie teleangiektasie.

Dosavadni stav techniky

Posledni pokroky ve védeckém poznéni medidtorad
podilejicich se na akutnich a chronickych zanétlivych
onemocnénich a rakoviné& vedly k novym strategiim hledani
wé¢innych 1é&iv. Tradidni p¥istupy zahrnuji pfimou intervenci
na cilové misto, jako je pouziti specifickych protilatek,
receptorovych antagonistd nebo enzymovych inhibitora.
Nedavné prilomy v objasnéni regulacnich mechanismd
podilejicich se na transkripci a translaci Fady medidtoru
vedly ke zvySenému zajmu o terapeutické p¥istupy zaméfené

na urovell genové transkripce.

NF-kB pat¥i do t¥idy blizce pi¥ibuznych dimernich



transkrip&nich faktorl sloZenych z riznych kombinaci
polypeptidd tfidy Rel/NF—KB. T#ida se u savcl skléddad z péti
jednotlivych genovych produktd, RelA (p65), NF-«kBl
(p50/p105), NF-xB2 (p49/pl100), c-Rel a RelB, z nichZ v3echny
tvori hetero- nebo homodimery. Tyto proteiny maji spolecnou
vysoce homologni "Rel homologni doménu" o 300
aminokyselinach, kterd obsahuje vazby DNA a dimerizaéni
domény. Na ukon&eni C-konce Rel homologni domény je sekvence
jaderné translokace dalezitd pro transport NF-xB

z cytoplazmy do jadra. p65 a cRel maji navic na C-koncich

silnou transaktivadni doménu.

Aktivita NF-xB je regulovéna jeho interakci s &lenem
inhibitort ze'tfidy proteind NF-xB. Tato interakce u¢inné
blokuje jadernou lokalizaci sekvence na proteinech NF-xB,
co¥ brani migraci dimeru do jadra. Sirokou fadu stimuld,
aktivujicimi NF-xB jsou patrné podetné signadlni transduk<ni
drahy. Ty zahrnuji bakterialni produkty (lipopolysacharidy),
n&které viry (HIV-1, HTLV-1), cytokiny zé&nétu (TNFx, I1.-1)
a stres prostfedi. Vsem stimuldm je v8ak zjevné spolelna
fosforylace a naslednd degradace IkB. IkB je pomoci nedavno
zjigt&nych IkB kinaz (IKK-a a IKK-B) fosforylovéana na dvou
N-koncovych serinech. Studie mutageneze zamé&tené na toto
misto naznaéuji, Ze fosforylace jsou pro naslednou aktivaci
NF-xB klidové tim, Ze fosforylovany protein je oznalen pro
degradaci ve v3udypfitomné proteasomové dréze. Aktivni
komplexy NF-kB zbavené IkKB jsou schopny prenosu do jadra,
kde se selektivnélvééi na prednostni genové specificke
sekvence enhancerd. Mezi geny regulovanymi NF-«xB je fada

cytokinfi, molekul buné&lné adheze a proteind akutni féaze.

Je dob¥e znamo, Ze NF-kB hraji klicovou roli

v regulaci exprese velkého mno¥stvi prozanétlivych




medidtord, v&etnd cytokinld jako jsou IL-6 a IL-8, molekuly
buné&né adheze, jako jsou ICAM a VCAM a indukovatelné
synthasy oxidu dusnatého (iNOS). Takové medidtory jsou znémy
tim, Ze hraji roli p¥i svolavani leukocytl do mist zanétu,

a v ptipadé& iNOS mohou vést k destrukci organlt p¥i nékterych

zén&tlivych a autoimunitnich onemocnénich.

Vyznam NF-xB u z&n&tlivych onemocn&ni dale posiluji
studie zanétd dychacich cest v&etné& astma, u které ukézaly
aktivaci NF-kB. Tato aktivace miZe byt podkladem zvysené
produkce cytokinu a leukocytové infiltrace, charakteri-
stickych pro tato onemocnéni. Navic je znémo, Ze inhalované
steroidy redukuji hyperreaktivitu dychacich cest a tlumi
zan&tlivou reakci v astmatem postiZenych dychacich cestach.
Ve svétle nedavnych zjidténi vztahujicich se k inhibici
NF-xB glukokortikoidy, se lze domnivat, Ze tyto u&inky Jjsou

zprost¥edkovany prost¥ednictvim inhibice NF-KB.

Daldi dtkazy tulohy NF-kB v z&nétlivych onemocnénich
pochazi ze studii revmatické synovialni membrény. Ackoliv je
NF-kB normalné pritomen jako inaktivni cytoplazmaticky
komplex, posledni imunohistochemické studie ukézaly, Ze
v bufikdch revmatické synovidlni membrény je NF-xB ptitomen
v jadrech, a tedy aktivni. Navic‘se ukazalo, Ze NF-xB Jje
v lidskych synovialnich buiikéch aktivovadn v odpovéd na
stimulaci pomoci TNF-k. Takova distribuce miZe byt podkladem
pro zvy3enou produkci cytokint a eikosanoidd v této tkani
(viz A.K. Roshak a kol., J. Biol. Chem. 271, 31496 az 31501
(1996)) .

Proteiny NF-kB/Rel a IxB hraji pravdépodobné rovnéz
roli p¥i neoplastickée transformaci. Clenové t¥idy jsou

asociovany s bun&&nou transformaci in vitro a in vivo, 3jako
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vysledek hyperexprese, genovych amplifikaci, genovych

preuspotrddéani nebo translokaci. Navic pfeusporddéni a/nebo

amplifikace genl kédujicich tyto proteiny lze nalést ve 20

as 25 % uréitych lidskych lymfoidnich tumort. Navic popsana

role NF-kB p¥i regulaci apoptdzy posiluje roli tohoto

transkrip&niho faktoru p¥i fizeni buné&né proliferace.

N&kolik inhibitort NF-xB popsali C. Wahl a kol., J.
Clin. Invest. 101 (5), 1163 az 1174 (1998); R.W. Sullivan
a kol., J. Med. Chem. 41, 413 az 419 (1998); J.W. Pierce
a kol., J. Biol. Chem. 272, 21096 az 21103 (1997) .

Je znamo, Ze mo¥sky prirodni produkt hymenialdisin
inhibuje NF-kB (A. Roshak a kol., JPET 283, 955 az 961

(1997); J.J. Breton a M.C. Chabot-Fletcher, JPET 282, 459 az

466 (1997)).

Aminoindanony jsou zné&mé slouleniny. Obecné popsali

pfipravu aminoindanonovych analog G. Maury, E.-M. Wu, N. H.

Cromwell v J. Org. Chem. 33, 1900 aZ 1907 (1968) . Syntézu
3-brommeziproduktu popsali B.D. Pearson, R.P. Ayer, N. H.
Cromwell, J. Org. Chem. 27, 3038 aZ 3044 (1962). Syntézu
2-penzalindanonu popsali A. Hassner, a N. H. Cromwell v
J. Org. Chem. 80, 893 azZ 900 (1958).

pavodci nyni nalezli novy zplsob inhibice aktivace

transkrip&niho faktoru NF-kB za pouziti aminoindanoni.

Podstata vynalezu

P¥ehled vynalezu

Predm&tem tohoto vyndlezu je poskytnuti zpisobu lécby

sees




onemocn&ni, kterd mohou byt terapeuticky modifikovédna zménou

aktivity transkripé&niho faktoru NF-kB.

V souladu s tim poskytuje tento vyndlez v prvnim
aspektu farmaceuticky prostredek obsahujici sloucgeninu
obecného vzorce I a farmaceuticky p#ijatelny nosié&, fedidlo

nebo excipient.

V je3té dalsim aspektu poskytuje tento vynalez zplsob
1é&by onemocn&ni, u kterych miZe byt patologie onemocnéni

terapeuticky modifikovédna inhibici NF-kB.

V urditém aspektu poskytuje tento vynédlez zplisob lécby
*¥ady onemocnéni spojenych s aktivaci NF-«B, véetné
zanétlivych onemocnéni, zejména revmatoidni artritidy,
zén&tlivych onemocn&ni stfeva a astmatu; dermatéz, zejména
psoriasy a atopické dermatitidy; autoimunitnich onemocnéni;
odhojeni tkani nebo organl; Alzheimerovy choroby; mrtvice;
aterosklerdzy; restendzy; rakoviny, véetné& Hodgkinovy
choroby; a n&kterych virovych infekci, vCetné AIDS;

osteoartritidy; osteopordzy a ataxie teleangiektasie.
Podrobny popis vynalezu

Tento vynalez poskytuje zplsob 1léCby onemocnéni
spojenych s aktivaci NF-«xB, zahrnujici podavani Zivodichim,
zejména savclh, a zv1agté &lovéku, ktefi to potfebuji,

slou¢eniny obecného vzorce I:
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ve kterém

R1 je arylova skupina;

R; je vybran ze souboru sestédvajiciho z atomu vodiku,
alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku a arylové
skupiny;

R3 je vybran ze souboru sestavajiciho z alkylové skupiny

s 1 a¥ 6 atomy uhliku a cykloalkylové skupiny se 3 aZ 8

atomy uhliku; a

R, a R; mohou byt spolu spojeny dohromady a tvorit
heterocyklicky kruh o 5 aZ 7 atomech vybranych ze
souboru sestavajiciho z atomu uhliku, dusiku, kysliku

a siry

a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli, hydrétd a solvatu.

Tento vynalez poskytuje zejména zpusoby 1éCby
z&n&tlivych onemocnéni, zejména revmatoidni artritidy,
zandtlivych onemocné&ni stfeva a astmatu; dermatdz, zejména
psoriasy a atopické dermatitidy; autoimunitnich onemocnéni;

odhojeni tk&ni nebo organid; Alzheimerovy choroby; mrtvice;




aterosklerézy; restendzy; rakoviny, vcetné& Hodgkinovy
choroby; a né&kterych virovych infekci, v&etn& AIDS;

osteocartritidy; osteopordzy; a ataxie teleangiektasie.

Vyhodné pro pouziti ve zplsobech podle tohoto vynalezu
jsou sloudeniny obecného vzorce I vybrané z nésledujiciho

souboru:
3-[ (N-butyl)amino]-2-benzalindanon;
3-[ (N-cyklohexyl) amino]-2-benzalindanon;
3-morfolinyl-2-benzalindanon; a
3-piperidyl-2-benzalindanon.

Definice

Tento vynadlez zahrnuje pouZiti vSech hydratd, solvati,
komplex® a prekurzorl 1lé&iva sloucCenin podle tohoto
vynadlezu. Prekurzory jsou jakékoliv kovalentné vazané
slou&eniny, které in vivo uvolhuji aktivni mate¥skou
slou&eninu obecného vzorce I. Pokud je ve slouleniné podle
tohoto vynalezu pfitomno chirdlni centrum, nebo jiné
isomerni centrum, ma& se namysli, Ze vyndlez zahrnuje v3echny
formy takového isomeru nebo takovych isomerd, vCetné
enantiomert a diastereomerti. Sloudeniny obsahujici chiralni
centrum mohou byt pouZity jako racemick& smés, smés
enantiomern& obohacend, nebo miZe byt racemickid smés
rozdélené za pouziti dobfe znamych technik a individu&dlni
enantiomer miZfe byt pouZit samotny. V p¥ipadech, kdy ma
sloudenina nenasycené dvojné vazby mezi dvéma atomy uhliku,

zahrnuje rozsah tohoto vynalezu jak cis- (2), tak trans- (E)
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isomery. V pt¥ipadech, kdy miZe slouCenina existovat
v tautomernich forméch, jako jsou keto-enol tautomery, mé
se namysli, Ze vyndlez zahrnuje kaZdou tautomerni formu,

at jiZ existuji v rovnovaze nebo prevazuje jedna forma.

Vyznam jakéhokoliv substituentu vyskytujiciho se
kdekoliv v obecném vzorci I nebo v kterékoliv jeho &asti je,
pokud neni uvedeno jinak, nezavisly na jeho vyznamu, nebo na
vyznamu kteréhokoliv jineého substituentu, jak se vyskytuji

kdekoliv jinde.

Pojem "alkylovéd skupina s 1 a? 6 atomy uhliku", Jjak je
zde pouZivan, je minén tak, Ze zahrnuje substituovanou nebo
nesubstituovanou skupinu methylovou, ethylovou,
n-propylovou, isopropylovou, n-butylovou, isobutylovou,

a terc.-butylovou, pentylovou, n-pentylovou, isopentylovou,
neopentylovou a hexylovou a jejich jednoduché alifaticke
isomery. Kterdkoliv alkylova skupina s 1 aZ 6 atomy uhliku
mi¥e byt popripadé substituovana nezavisle jednim nebo dvéma
atomy halogenu, skupinou obecného vzorce SR', skupinou
obecného vzorce OR', skupinou obecného vzorce N(R')2,
skupinou obecného vzorce C(O)N(R")z, karbamylovou skupinou
nebo alkylovou skupinou s 1 aZ 4 atomy uhliku, kde R' je

alkylové skupina s 1 aZ 6 atomy uhliku.

Pojem "cykloalkylova skupina s 3 aZ 8 atomy uhliku",
jak je zde pouZivén, Jje minén tak, Ze zahrnuje
substituovanou nebo nesubstituovanou skupinu
cyklopropylovou, cyklobutylovou, cyklopentylovou,
cyklohexylovou, cykloheptylovou a cyklooktylovou a jejich
jednoduché alifatické isomery. Kterdkoliv cykloalkylova
skupina s 3 aZ 8 atomy uhliku miZe byt popfipadé

substituovand nezavisle jednim nebo dvéma atomy halogenu,
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skupinou obecného vzorce SR', skupinou obecného vzorce OR',
skupinou obecného vzorce N(R'):, skupinou obecného vzorce
C(O)N(R')2, karbamylovou skupinou nebo alkylovou skupinou s
1 a% 4 atomy uhliku, kde R' je alkylovéd skupina s 1 aZ 6
atomy uhliku.

Pojem "halogen" znamend atom fluoru, chloru, bromu

a jodu

Pojem "Ar" nebo "arylovad skupina" znamena skupinu
fenylovou nebo naftylovou, popfipadé& nezavisle substituované
jednou nebo vice fenyl-C¢-¢ alkylovou skupinou, hetero-
cyklus-Cg-¢ alkylovou skupinou, alkylovou skupinou s 1 az ©
atomy uhliku, alkoxyskupinou s s 1 aZ 6 atomy uhliku, fenyl-
Co-¢ alkoxyskupinou, heterocyklus-Co-¢ alkoxyskupinou,
hydroxyskupinou, kyanoskupinou, skupinou obecného vzorce
CO,R' nebo atomem halogenu. Co alkylovad skupina znamena, Ze
v &Asti neni pritomna Z&dné alkylové Cast. Takto aryl-Co
alkylovéd skupina je stejnéd jako arylova skupina. Dvé
alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku mohou byt kombinovany
tak, Ze tvofi 5- aZ 7-&lenny kruh, nasyceny nebo nenasyceny,'
kondenzovany na arylovy kruh. Fenylovd skupina miZe byt
popfipad® substituovand jednou nebo vice alkylovou skupinou
s 1 a% 6 atomy uhliku, alkoxyskupinou s 1 aZ 6 atomy uhliku,
hydroxyskupinou, skupinou obecného vzorce CO2R” nebo atomem

halogenu.

Pojem "heterocyklus" nebo "heterocyklicka", jak je zde
pouZivan, znamend stabilni 5- aZ 7-Clenny monocyklicky kruh,
ktery je bud nasyceny nebo nenasyceny, a ktery se stava
z atomt uhliku a jednoho aZ tfech heteroatoml vybranych ze
skupiny sestavajici z atomu dusiku, kysliku a siry, a ve.

kterém heteroatomy dusiku nebo siry mohou byt popfipadé
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oxidované a heteroatom dusiku mGZe byt popfipadé
kvaternizovany, a zahrnuje jakoukoliv bicyklickou skupinu,
ve které je kterykoliv z vySe definovanych heterocyklickych
kruht kondenzovan k benzenovému kruhu. Heterocyklicky kruh
miZe byt pripojen ke kterémukcliv heteroatomu nebo atomu
uhliku, tak Ze to vede k vytvofeni stabilni struktury, a
miZe byt popfipad® substituovédn jednou nebo vice skupinami
vybranymi ze souboru sestévajiciho z fenyl-Ce-¢ alkylové
skupinou, heterocyklus-Cg-¢ alkylové skupiny, alkylové
skupiny s 1 a% 6 atomy uhliku, alkoxyskupiny s 1 aZi 6 atomy
uhliku, fenyl-Co-¢ alkoxyskupiny, heterocyklus-Co-¢
alkoxyskupiny, hydroxyskupiny nebo kyanoskupiny. Dvé
alkylové skupiny s 1 az 6 atomy uhliku mohou byt kombinovany
tak, Ze tvori 5- a% 7-&lenny kruh, nasyceny nebo nenasyceny,
kondenzovany na heterocyklicky kruh. Fenylova skupina miZe
byt popfipad& substituovand jednou nebo vicekrat alkylovou
skupinou s 1 aZ 6 atomy uhliku, alkoxyskupinou s 1 az 6
atomy uhliku, hydroxyskupinou, skupinou obecného vzorce
CO,R' nebo atomem halogenu. P¥iklady takovych heterocykld
zahrnuji piperidinovy, piperazinovy, 2-oxopiperazinovy,
2-oxopiperidinovy, 2-oxopyrrolodinovy, 2-oxoazepinovy,
azepinovy, pyrrolovy, 4-piperidonovy, pyrrolidinovy,
pyrazolovy, pyrazolidinovy, imidazolovy, pyridylovy,
pyrazonovy, oxazolidinovy, oxazolinovy, oxazolovy,
isoxazolovy, morfolinovy, thiazolidinovy, thiazolinovy,
thiazolovy, chinuklidinovy, indolovy, chinolinovy,
isochinolovy, benzimidazolovy, benzpyranovy, benzoxazolovy,
furanovy, pyranovy, tetrahydlofuranovy, tetrahydropyranovy,
thienovy, benzoxazolovy, thiamorfolinsufoxidovy,

thiamorfolinsulfonovy a oxadiazolovy kruh.

Zpusoby pfipravy

sese




Slouceniny pouzité pf#i zplsobech podle tohoto vynélezu
mohou byt bé&Zné pEipraveny zpusoby uvedenymi niZe ve
schématu 1.

Obecnou pfipravu aminoindanonovych analogd popsali G.
Maury, E.-M. Wu, N. H. Cromwell, J. Org. Chem. 33, 1900 aZ
1907 (1968). Syntézu 3-brommeziproduktu popsali B.D.
Pearson, R.P. Ayer, N. H. Cromwell, J. OCrg. Chem. 27, 3038
az 3044 (1962). Syntézu 2-benzalindanonu popsali A. Hassner,
N. H. Cromwell, J. Org. Chem. 80, 893 aZ 900 (1958).

Obecné ptiprava

Obecna pfiprava je ukdzana na schématu 1. Indanon se
zpracuje s benzaldehydem v pritomnosti baze, &im se ziska
2-benzalindanon. Bromaci 2-benzalindanonu pomoci NBS
v tetrachlormethanu se dostane 3-brom-2-benzalindanon.
Zpracovanim 3-brom-2-benzalindanonu s alkyl (prim&rni nebo

sekundarni)aminem v benzenu se ziska 3-alkylamino-2-

-benzalindancn.
Schéma 1
0 G
/  RICHO NBS
S T T
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Ve vztahu ke zptsobtm piipravy slou&eniny obecného
vzorce I vyde uvedenym ve schématu 1, odbornik v oboru
oceni, Ze tento vynalez zahrnuje vdechny nové meziprodukty

pottebné k piipravé sloudenin obecného vzorce I.

zde pouZité vychozi materidly jsou dostupné na trhu
nebo se pripravi rutinnimi zplisoby dobfe znémi odbornikovi
v oboru a mohou byt vyhledany ve standardnich referenénich
knihach, jako je COMPENDIUM OF ORGANIC SYNTHETIC METHODS,

sv. 1 a¥ 4 (nakladatelstvi Wiley-Interscience).

Adi&ni soli sloudeniny obecného vzorce I s kyselinami
se ptripravi standardnim zptisobem ve vhodném rozpousStédle
2 matet¥ské sloudeniny a p¥ebytku kyseliny, jako je kyselina
chlorovodikova, bromovodikova, fluorovodikova, sirova,
fosfore&néa, octova, trifluoroctova, maleinové, jantarova
nebo methansulfonova. Nékteré sloudeniny tvo¥i intra-
molekularni soli nebo obojetné ionty, které mohou byt
prijatelné. Kationtové soli se p¥ipravi zpracovanim mate¥ské
sloudeniny s prebytkem alkalického &inidla, jako je
hydroxid, uhli¢itan nebo alkoxid, které obsahuji p¥islu3ny
kation; nebo s p¥isludnym organickym aminem. Specifickymi
priklady kationtd p¥itomnych ve farmaceuticky pfijatelnych
solich jsou kationty, jako jsou kation lithny, sodny,
draselny, vépenaty, ho¥ednaty a amoniovy. Halogenidy,
sulfat, fosfat, alkanoaty (jako je acetat a trifluoracetat),
benzoaty a sulfonaty (jako Jje mesylat) jsou priklady aniontu

p¥itomnych ve farmaceuticky p¥ijatelnych solich.

Tento vynalez poskytuje farmaceuticky prostfedek
obsahujici slougeninu obecného vzorce I a farmaceuticky
p¥ijatelny nosi&, ¥*edidlo nebo excipient. V souladu s tim

mfize byt sloulenina obecného vzorce I pouZita pt¥i vyrobeé
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1éku. Farmaceuticky prostt¥edek slouceniny obecného vzorce I
pripraveny jak bylo popsano vySe, miZe byt formulovan jako
roztok nebo lyofilizované prasky pro parenterdlni podani.
Prasky mohou byt pfed pouZitim rekonstituovany p¥idanim
vhodného fedidla nebo jiného farmaceuticky pfijatelného
nosi&e. Tekutym p¥ipravkem miZe byt pufrovany, izotonicky,
vodny roztok. P¥iklady vhodnych fedidel jsou fyziologicky
roztok, standardni 5% roztok glukézy ve vodé nebo pufrovany
roztok octanu sodného nebo amonného. Takovéto pripravky jsou
obzvla3té vhodné pro parenteralni podavéani, mohou v8ak byt
rovn&# pouzity pro oralni podavani nebo mohou byt obsaZeny
v davkovacim inhaleru nebo nebulizéru ke vdechovani. MiZe
byt Zadouci pridani excipientd jako jsou polyvinyl-
pyrrolidon, Zelatina, hydroxyceluléza, arabskd guma,

polyethylenglykol, manitol, chlorid sodny nebo citrat sodny.

Tyto slouleniny mohou byt popfipadé& enkapsulovéany,
tabletovany nebo p¥ipraveny jako emulse nebo sirup pro
orédlni podéani. Mohou byt p¥idany farmaceuticky p¥ijatelné
pevné nebo kapalné nosice k zesileni nebo stabilizaci
prost¥edku, nebo k usnadnéni pripravy prostfedku. Pevné
nosi&e zahrnuji 3krob, laktézu, dihydrat siranu vapenatého,
bilou hlinku, stearat hofe&naty nebo kyselinu stearovou,
mastek, pektin, agar-agar nebo Yelatinu. Kapalné nosice
zahrnuji sirup, aradidovy olej, olivovy olej, fyziologicky
roztok a vodu. Nosi& mhZe rovn&Zz zahrnovat material
s pozvolnym uvoliiovanim, Jako je glycerylmonostearat nebo
glyceryldistearat, samotny nebo s voskem. MnoZstvi pevného
nosi¢e je prom&nlivé, vyhodn& vsak bude mezi asi 20 mg
a asi 1 g na jednotku davky. Farmaceutické p¥ipravky se
vyrébi podle konven&nich technik farmaceutické védy, které
zahrnuji pro tabletové formy pokud je nutné mleti, michéni,

granulovani a lisovani; nebo pro formy tvrdych Zelatinovych



kapsli mleti, michéni a pln&ni. Pokud se pouzije kapalny
nosi&, pripravek bude ve form& sirupu, elixiru, emulse nebo
vodné &i bezvodé suspenze. Takové kapalné p¥ipravky mohou
byt podavany pfimo per os nebo plnény do mékkych

Yelatinovych kapsli.

Pro rektalni podavani se mlZe slouCenina obecného
vzorce I také kombinovat s excipienty jako je kakaové maslo,
glycerin, Zelatina nebo polyethylenglykoly a tvarovat do

¢ipkt.

Zpisoby podle tohoto vynalezu zahrnuji topické podéavani
sloudeniny obecného vzorce I. Topickym podavani se mé
namysli podavéani nikoli systémove, v&etné podévani
slou&eniny podle tohoto vynédlezu zevné na kaZi, do buk&lni
dutiny a instilace takové sloueniny do ucha, oka nebo nosu,
kdy sloudenina vyznamné& nepfechazi do krevniho YecCidté.
Systémovym podavanim se mini oralni, intravendzni,
intraperitonedalni a intramuskularni podavani. MnoZstvi
sloudeniny obecného vzorce I (déle jen "aktivni slozka™)
poZadované pro terapeuticky nebo profylakticky ucinek
pti topickém podavani se bude samoztejmé& pohybovat
v zavislosti na vybrané slouleniné, podstaté a zdvaznosti
1é&eného stavu a 1é&bé& prodélané Zivolichem, a zavisi

vyhradn& na rozhodnuti lékafte.

Alkoliv je mozZné, aby byla aktivni sloZka podévéana
samotnd jako surova chemikédlie, Jje vyhodné podavat ji jako
farmaceuticky p¥ipravek. Aktivni slozka maZe tvofrit
u topického podavéni od 0,01 do 5,0 % hmotnostnich

ptipravku.

Topické p¥ipravky tohoto vynélezu, jak pro veterinarni




- 15 - e wee .e oo ve

pouziti tak pro pouziti v humanni medicin&, obsahuiji aktivni
slozky spolu s jednim nebo vice pfijatelnymi nosi&i

a poptipad® s jinou lé&ivou sloZkou. NosiC musi byt
"o¥ijatelny", ve smyslu kompatibility s jinymi sloZkami

ptipravku a nesmi byt Skodlivy jeho pfijemci.

Pripravky vhodné pro topické podadvani zahrnuji kapalné
nebo polokapalné pripravky vhodné pro proniknuti pfes kuZi
na misté zadouci 1lé&by, jako jsou mazdni, roztoky, krémy,
masti nebo pasty a kapky vhodné pro podadvani do o&i, usi

nebo nosu.

Kapky podle tohoto vynadlezu mohou zahrnovat sterilni
vodné nebo olejové roztoky nebo suspenze a mohou byt
ptipraveny rozpudténim aktivni sloZky ve vhodném vodném
roztoku baktericidniho a/nebo fungicidniho ¢inidla a/nebo
v jiném vhodném konzervaénim prostfedku, v&etné vyhodné
povrchové aktivnich latek. Vysledny roztok miZe byt poté
vy&istén filtraci, pfeveden do vhodného zasobniku, ktery se
poté uzavie a steriluje se autokladvovanim nebo udriovanim
pil hodiny p#i teplot& 90 aZ 100 °C. Roztok mlZe byt
poptipad® sterilovan filtrovénim a prevedenim do zasobniku
za pouziti asepickych technik. Pfiklady baktericidnich a
fungicidnich &inidel vhodnych k pfidani do kapek jsou
dusi&nan nebo octan fenylrtuti (0,002 %), benzalkonium-
chlorid (0,01 %) a chlorhexidinacetat (0,01%). Vhodnymi
rozpoudtddly pro ptipravu olejového roztoku, zahrnuji

glycerol, ztredény alkohol a propylenglykol.

Roztoky podle tohoto vynadlezu zahrnuji takové roztoky,
které jsou vhodné k aplikaci na k&Zi nebo od oka. O¢ni
roztok miiZe obsahovat sterilni vodné roztoky popiipadé

obsahujici baktericidni &inidlo a miZe byt piipraven zplsoby
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podobnymi tém, které slouZi k pripravé kapek. Roztoky a
mazani pro aplikaci na kdZi mohou rovnéZ obsahovat Cinidlo
urychlujici vysychéni a ochlazujici kuZi, jako je alkohol
nebo aceton, a/nebo zvlh&ovadlo jako je glycerol nebo ole]

jako je ricinovy nebo aradidovy olej.

Krémy, masti nebo pasty podle tohoto vynalezu Jjsou
polopevné p¥ipravky aktivni sloZky pro vné&jsi aplikaci.
Mohou byt vyrobeny smichdnim aktivni sloZky v jemné
rozmé&lné&né nebo préadkové form&, samotné nebo v roztoku nebo
v suspenzi ve vodné nebo bezvodé tekutin&, za pomoci vhodné
strojni techniky, s mastnym nebo nemastnym zékladem. Zzaklad
miZe obsahovat uhlovodiky jako je tvrdy, mékky nebo tekuty
parafin, glycerol, v&eli vosk, metalické mydlo; rostlinny
sliz; olej p¥irodniho ptvodu, jako je mandlovy, kukuficlny,
aradidovy, ricinovy nebo olivovy olej; lanolin nebo jeho
derivaty; nebo mastné kyseliny, jako je kyselina stearova
nebo kyselina olejovéa, spolu s alkoholem, jako Jjsou
propylenglykol nebo makrogoly. Pfipravky mohou obsahovat
kteroukoliv vhodnou povrchové aktivni latku jako je
anionick&a, kationick& nebo neionicka pbvrchové aktivni
latka, jako jsou estery sorbitanu nebo jejich
polyoxyethylenové derivaty. ObsaZeny mohou byt rovnéz
suspenda&ni &inidla jako jsou piirodni gumy, derivéaty
celuldzy nebo anorganické materidly jako kfemicité silikéty,

a jiné sloZky, jako je lanolin.
VyuZitelnost tohoto vynalezu

Slou&eniny obecného vzorce I jsou vhodné jako
inhibitory NF-xB. Tento vynadlez poskytuje vhodné prostZedky
a pripravky uvedené slouleniny, vcCetné farmaceutickych

prost¥edkd a p¥ipravkid uvedené slouceniny.
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Tento vynalez poskytuje rovné&Z zplisoby 1éCby
onemocnéni spojenych s aktivaci NF-kB, kde zplsoby zahrnuji
podavéani Zivo&ichim, zejména savcim, a zvlasteé &lovéku,
kteri to potfebuji, sloudeniny obecného vzorce I. Tento
vynadlez poskytuje zejména zpusoby pro lécbu zanétlivych
onemocnéni: zejména revmatoidni artritidy, zadnétlivych
onemocnédni st¥eva a astmatu; dermatéz, vCetn& psoriasy a
atopické dermatitidy; autoimunitnich onemocnéni; odhojeni
tkani nebo orgénfi; Alzheimerovy choroby; mrtvice;
aterosklerézy; restenbdzy; rakoviny, vcetné Hodgkinovy
choroby; a nékterych virovych infekci, v&etné AIDS;

osteoartritidy; osteopordzy a ataxie teleangiektasie.

Pro akutni terapii je vyhodné parenterédlni podéavani
sloudeniny obecného vzorce I. Nejudinn&jsi jsou intravendzni
infuze sloudeniny v 5% roztoku glukbzy ve vodé nebo ve
fyziologickém roztoku, nebo podobné pfipravky s vhodnymi
excipienty, avsak vhodny je rovné&Z intramuskularni injekéni
bolus. Parenteralni davka bude typicky asi 0,01 az asi 50
mg/kg; vyhodn& mezi 0,1 a 20 mg/kg tak, aby se udriela
koncentrace léku v plazm& na koncentraci u&inné k inhibici
aktivace NF-kB. Sloudeniny se podéavaji jedenkrat az
&ty¥ikrét denné& v mnoZstvi, aby bylo dosaZeno celkové denni
davky asi 0,4 aZ asi 80 mg/kg za den. Pfesné mnoZstvi
sloudeniny podle tohoto vynélezu, které je terapeuticky
G&inné, a cestu, kterou je nejlepsi sloudeninu podévat,
snadno urdéi odbornik v oboru porovnénim hladiny léatky
v krvi a koncentrace poZadované k dosaZeni terapeutického

aéinku.

Sloudeniny obecného vzorce I mohou byt pacientovi

podévany rovné&Z oralné takovym zplsobem tak, Ze koncentrace




léku bude dostatednd k inhibovani NF-kB nebo k dosazZeni
kterékoliv jiné terapeutické indikace, jak jsou zde popsény.
Typicky se farmaceuticky prostfedek obsahujici sloudeninu
podava v oradlni davce mezi asi 0,1 a asi 50 mg/kg zpidsobem,
ktery odpovidad stavu pacienta. Vyhodnd by byla ordlni davka
asi 0,5 a% asi 20 mg/kg. \

Sloudeniny obecného vzorce I mohou byt pacientovi
podavany rovné&Z topicky tak, Ze koncentrace léku bude
dostatedna k inhibovani NF-kB nebo k dosaZeni kterékoliv
jiné terapeutické indikace, jak jsou zde popsany. Typicky se
farmaceuticky prostfedek obsahujici sloueninu podava
v topickém pfipravku v koncentraci asi 0,01 aZ asi 5 %

hmotnostnich.

Pokud jsou sloudeniny podle tohoto vynalezu podéavany
v souladu s timto vyndlezem, neocekdvaji se Zadné

neprijatelné toxikologické d&inky.

Schopnost zde popsanych sloudenin inhibovat aktivaci
NF-xB je jasné prokdzéna jejich schopnesti inhibovat
aktivitu reporterového genu ¥izeného NF-xB. (viz tabulka 1).
VyuZitelnost té&chto inhibitord NF-xB pfi terapil onemocnéni
je slibnéd, vzhledem k vyznamu aktivace NF-xB u fady

onemocnéni.
Tabulka 1

Inhibice aktivity reporterového genu fizeného NF-xB

Q
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NF-kB hraje kli&ovou dlohu pfi regulované expresi
velkého mnoistvi prozandtlivych mediadtort véetné& cytokint,
jako jsou IL-6 a IL-8 (Mukaida a kol. (1990); Liberman
a Baltimore (1990); Matsusaka a kol. (1993)), molekul
buné&éné adheze, jako jsou ICAM a VCAM (Maruil a kol. (1993);
Kawai a kol. (1995); Ledebur a Parks (1995)) a indukovatelné
synthasy oxidu dusnatého (iNOS) (Xie a kol., (1994); Adcock
a kol. (1994)). (Plné citace odkazd jsou uvedeny na konci
této Gasti). Je znamo, Ze takové medidtory hraji dlohu pfi
svolavani leukocytd do mist z&nétu a v piipadé iNOS mohou
vést k destrukci organd u nékterych zénétlivych
a autoimunitnich onemocnéni (McCartney-Francis a kol.

(1993); Kleemann a kol. (1993)). Vyznamné je, Ze zde popsané

sloudeniny inhibuji syntézu IL-8 a produkci oxidu dusnateho,
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produktu aktivity iNOS (viz tabulka 2).

Tabulka 2

Protizanétlivéd aktivita slouceniny ¢. 2 v tabulce 1

In vitro

IL.-1 indukovanad produkce IC50 = 1 uM
PGEZ v RSF

In vivo

udni zané&t indukovany forbol-

esterem
vytok z ucha 85% inhibice @ 1 mg/ucho
z4n&tliva bune&nd infiltrace 29% inhibice @ 1 mg/ucho

Dikaz vyznamné ulohy NF-kB p#i zanétlivych onemocnénich
byl ziskan na studiich astmatickych pacientd. Bronchidlni
biopsie odebrané mirnym atopickym astmatikim ukazuji
vyznamny vzestup podtu bunék v submukdze barvenych na
aktivovany NF-kB, celkovy NF-kB a prostfednictvim NF-xB
regulované cytokiny jako jsou GM-CSF a TNFa ve srovnani
s biopsiemi z ndrmélnich neatopickych kontrol (Wilson kol.
(1998)) . Navic procentudlni zastoupeni cév exprimujicich
imunoreaktivitu NF-kB je zvy$eno, stejné& jako IL-8
imunoreaktivita v epitelu biopsii vzorkd (Wilson kol.
(1998)). Predpokladd se, Ze inhibice produkce IL-8

prostfednictvim inhibice NF-kB jako takova, jak byla
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demonstrovana témito sloudeninami, bude pfinosnou u z&nétu

dychacich cest.

Posledni studie naznaduji, Ze NF-xB miZe hrat rovnéz
zasadni tlohu v patogenezi zané&tlivych onemocné&ni st¥eva
(IBD) . Aktivovany NF-«xB se naléza v biopsiich vzorki
tlustého stfeva u pacientd s Crohnovou chorobou a
ulcerativni kolitidou (Ardite a kol. (1998); Rogler a kol.
(1998); Schreiber a kol. (1998)). Aktivace je prikazné
v zan&tem postifené mukéze, nikoliv vSak v mukéze nezanicené
(Ardite a kol. (1998); Rogler a kol. (1998)) a je provazena
zvySenou expresi IL-8 mRNA ve stejnych mistech (Ardite a
kol. (1998)). Lécba kortikosteroidy navic silné inhibuje
aktivaci NF-kB ve stfevé a redukuje zanét tlustého streva
(Ardite a kol. (1998); Schreiber a kol. (1998)). Opét se
predpokléda, Ze inhibice produkce IL-8 prostfednictvim
inhibice NF-kB jako takova, jak byla demonstrovana té&mito

vysledky, bude pfinosnou u zand&tlivych onemocnéni stfeva.

zviteci modely zanétu gastrointestinalni soustavy
poskytuji dalsi podporu teorii, Ze NF-kB je klicovy
reguldtor zéanétu tlustého st¥eva. ZvySend aktivita NF-kB
byla nalezena Vv makrofazich v lamina propria u my$i
s kolitidou indukovanou kyselinou 2,4,6,-trinitrobenzen-
sulfonovou (TNBS), kde hlavni komponentou aktivovanych
komplexl je p65 (Neurath a kol. (1996); Neurath a Pettersson
(1997)) . Lokalni podéni inhibitord p65 rudi projevy vzniklé
kolitidy u lé&enych zvirat, bez jakychkoliv projevl toxicity
(Neurath a kol. (1996); Neurath
a Pettersson (1997)). Proto se p¥edpokladéd, Ze inhibitory
NF-kB o malych molekuldch, by byly vhodné k 1lécbeé

zan&tlivych onemocnéni stfeva.
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Dalsi dfikazy ulohy NF-kB u zé&né&tlivych onemocnéni
pochazi ze studii revmatoidni synovidlni membrany. ACkoliv
je NF-kB norm&lné& pritomen jako inaktivni cytoplazmaticky
komplex, posledni imunohistochemické studie ukézaly, Ze
NF-xB je pfitomen v jadrech, a tedy aktivni v bufikdch lidskeé
revmatické synovialni membrany (Handel a kol. (1995); Marok
a kol. (1996); Sioud a kol. (1998)) a na zvifecich modelech
onemocn&ni (Tsao a kol. (1997)). Obarveni je spojeno se
synoviocyty typu A a s vaskuldrnim endotelem (Marok a kol.
(1996)) . Navic, byla vyrazna aktivace NF-xB nalezena
v kultivovanych synoviocytech (Roshak a kol (1996); Miyazawa
a kol. (1998)) a v kulturach synovidlnich bunék
stimulovanych IL-1B nebo TNFa (Roshak a kol. (1996);
Fujisawa a kol. (1996); Roshak a kol. (1997)). Proto miiZe
byt aktivace NF-«B podkladem zvy$ené produkce cytokint a
leukocytové infiltrace, charakteristickych prd zanét
synoviélni membrény. Schopnost t&chto sloudenin inhibovat
produkci eikosanoidd témito bufikami, by byla pfedpokladem

pfinosu u revmatoidni artritidy (viz tabulka 2).
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Biologické testy

7a u&elem urdeni koncentrace sloudeniny, kterd je nutna
k dosafeni farmakologického u&inku mohou byt slouleniny
podle tohoto vynalezu testovany v jednom nebo nékolika

biologickych testech.

Testy aktivity NF-«xB se proﬁédi za pouZiti bunék, na
principu test@ luciferédzovych reportérli, jak je popsali J.J.
Breton, M.C. Chabot-Fletcher, JPET 282, 459 az 466 (1997).
Struén& vyjad¥eno, buniky lidského histiocytarniho lymfomu
linie U937 trvale transfektované NF-kB reporterovymi
plazmidy (viz niZe) se kultivuji ve vy8e uvedeném médiu
' s pridavkem 250 pg/ml Geneticinu (G418 sulfate, Life
Technologies, Grand Island, New York). Test luciferézového

reportéru se provede na transfektovanych klonech U937. Ty se
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dvakrat odst¥edi 5 minut p¥i frekvenci otacek 300

x g a resuspenduji v RPMI 1640 s 10 % fetdlniho bovinniho
séra (FBS) na hustotu 1 x 10° bun&k/ml. 1ml alikvoty se
pf¥idaji do jamek plotny o 24 jamkach. Do pfisludnych jamek
se pridd 1 pul slouleniny nebo dimethylsulfoxidového (DMSO)
nosic¢e a plotny se 30 minut inkubuji v atmosfére 5% oxidu
uhli&itého p¥i 37 °C. Poté se jako stimulant p¥ida 5 ng/ml
TNFk, 100 ng/ml lipopoly-sacharidu nebo 0,1 uM PMA a vzorky
se inkubuji 5 hodin v atmosfé¥e 5% oxidu uhli&itého pf¥i 37
°c, prevedou se do polypropylenovych zkumavek a odst¥eduji
se 5 minut p¥i frekvenci otacek 200 x g. Bunééné pelety se
dvakrat promyji v 1 ml PBS bez vépenatych nebo hofecnatych
kationtd a odstfedi se jak bylo vy3e uvedeno. Vysledné
bun&&né pelety lysuji v 50 pul lysujiciho pufru (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin) protfepou a inkubuji 15
minut za teploty mistnosti. 20ul alikvét z kaZdého lysétu se
prevede do neprihledné bilé plotny s 96 jamkami (Wallac
Inc., Gaithersburg, MD) a testuji se na produkci luciferézy
na luminometru MicroLumat LB 96 P (EG&G Berthold, Bad
Wilbald, Né&mecko). Luminometr p¥idé&li jamky 100 pl reagencia
k testovani luciferdzy (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin) a po dobu 20 sekund je zaznamenavan integrovany
svételny vydeij. Svételny vydej se mé&ri v relativnich
jednotkéch svétla (RLUs).

Aktivita NF-kB se miZe m&¥it rovnéZ v testu posunu
elektroforézni mobility (EMSA), ¢imZ se vyhodnoti pritomnost
proteinu NF-xB v jadfe. Predmé&tné bufiky se kultivuji na
hustotu 1 x 10° bund&k/ml. Buiiky se sklidi odstf¥edé&nim,
promyji se PBS bez pfitomnosti vépenatych a hofeénatycﬁ
kationt®® a resuspenduji se v PBS s vépenatymi a hofelCnatymi
kationty na hustotu 1 x 107 bunék/ml. Za G&elem zkoumani

G&inku sloudeniny na aktivaci NF-xB se k bunéénym suspenzim
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pridaji na 30 minut pfi 37 °C rtzné koncentrace léku nebo
vehikula (0,1% dimethylsulfoxid), poté dalSich 15 minut
stimuluji 5,0 ng/ml TNFo. Bunécné a jaderné extrakty se
p¥ipravi, jak je stru&né vysvétleno, na konci doby inkubace
bunék (1 x 107 bunék) a dvakrat se promyji v PBS bez
pfitomnosti véapenatych a hofe&natych kationtd. Vysledné
bun&&né pelety se resuspenduji ve 20 pl pufru A (10 mM Hepes
(pH 7,9), 10 mM chloridu draselného, 1,5 mM chloridu
hofe&natého, 0,5 mM dithiothreitolu (DTT) a 0,1 % NP-40) a
inkubuji se 10 minut na ledu. Jadra se peletuji
mikrocentrifugaci pfi frekvenci otécek 3500 za minutu

a teploté 4 °%C po dobu 10 minut. Vysledny supernatant se
odebere jako bunéény extrakt a jaderné pelety se
resuspenduji v 15 pl pufru C (20 mM Hepes (pH 7,9), 0,42 M
chloridu sodného, 1,5 mM chloridu ho¥eénatého, 25 %
glycerolu, 0,2 mM kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA),
0,5 mM dithiothreitolu (DTT) a 0,5 mM fenylmethylsulfonyl-
fluoridu (PMSF)). Suspenze se jemné michd& 20 minut p#i 4 °c,
poté se 10 minut pZi 4 °C mikrocentrifuguje p¥i frekvenci
ota&ek 14000 za minutu. Supernatant se odebere a nafedi se
60 pul pufru D (20 mM Hepes (pH 7,9), 50 mM chloridu
draselného, 20 % glycerolu, 0,2 mM kyseliny ethylendiamino-
tetraoctové (EDTA), 0,5 mM dithiothreitolu (DTIT) a 0,5 mM
fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF). V8echny vzorky se do
analyzy uskladni p¥i teploté& -80 °C. Koncentrace proint

v extraktech se urdi jak popsal Bradford (Bradford, 1976)

pomoci reagencia BioRad.

G&inek slouleniny na aktivaci transkripéniho faktoru se
vyhodnoti analyzou posunu elektroforézni mobility (EMSA) za
pouziti jadernych extraktd z bun&k zpracovanych, jak je
uvedeno vyde. Dvojvlaknové shodné oligonukleotidy NF-xB
(5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3') se oznali Ty-polynukleo-—
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tidkinazou a [g-3?P]ATP. 25 pl sm&si pro navazani obsahuje
10 mM Hepes-OH (pH 7,9), 4 mM Tris-HCl (pH 7,9), 60 mM
chloridu draselného, 1 mM kyseliny ethylendiaminotetraoctové
(EDTA), 1 mM dithiothreitolu (DTT), 10 % glycerolu, 0,3
mg/ml albuminu bovinniho séra a 1 pug poly(dI-dC)epoly(dI-
dC). Sm&si pro navazani (10 pg proteinu jaderného extraktu)
se inkubuji 20 minut za_teploty mistnosti s 0,5 ng
oligonukleotidu znadeného 2P (3 a% 6 MBq) za pritomnosti
nebo absence neznafeného kompetitoru, poté se smés zavede na
4 polyakrylamidovy gel p¥ipraveny v 1X smé&si Tris kyseliny
borité a kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA) a
elektroforézuje se p¥i rozdilu potencidld 200 V po dobu 2
hodin. po elektroforéze se gely vysu3i a pfiloZi na film

k detekci vazebné reakce.

U&inek sloudeniny na fosforylaci IkB miZe byt sledovéan
pomoci Western-blotové analyzy. Buné&lné extrakty se podrobi
elektroforéze v gelu dodecylsulfatpolyakrylamidu sodného
(SDS-PAGE) na 10% gelech (BioRad, Hercules, Kalifornie)

a proteiny se prevedou na nitrocelulézové blany (Hybond™-
ECL, Amersham Corp., Arlington Heights, Illionis).
Imunoblotova analyza se provede za pouZiti polyklonédlnich
kralidich protilatek proti IkBa nebo IkBf nésledné& oslich
sekunddrnich protilédtek proti kradlicim protilatkam (Amersham
Corp., Arlington Heights, Illionis). Imunoreaktivni pasy se
detekuji za pouZiti systému Enchanced Chemiluminescence

(ECL) testu (Amersham Corp., Arlington Heights, Illionis).

U&inky na produkci eikosanoidu fibroblasty lidské
synoviadlni membrany (RSF) se vyhodnocuje za pouZiti
primarnich kultur fibroblast® lidské synovialni membrany
(RSF). Ty se ziskaji enZymatickYm natravenim synovidlni

membrany od dosp&lych pacientd s revmatismem. Bunky se
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kultivuiji p¥i teploté 37 °C v 5% atmosféfe oxidu uhliéitého
v Earloveé minimdlnim esencialnim médiu (EMEM) obsahujicim 10
% fetalniho bovinniho séra (FBS), 100 jednotek/ml
penicilinu, a 100 pg/ml streptomycinu (GIBCO, Grand Island,
New York). PouZiji se &tvrtd aZ devatd pasai kultury tak,
aby se ziskala co nejjednotné&jsi typ I populace fibroblastt.
Pro nd&které studie se fibroblasty umisti na plotny o 24
jamkdch o pruméru 16 mm (Costar, Cambridge, Maryland)

v koncentraci 104 bunék/ml. K bufikdm se pfidéd optimalni
davka IL-1Bp pro ur&eny &as (1 ng/ml Roshak a kol., 1996)
(Genzyme, Cambridge, Maryland). Léky ve vehikulu
dimethylsulfoxidu (DMSO) se pfidaji k bun&Cnym kulturam 15
minut p¥ed p¥idénim IL-1. Za pouZiti kitd enzymové
imunoanalyzy (EIA) zakoupenych od Cayman Chemical Co. (Ann
Arbor, MI) se p¥imo zm&¥i hladiny prostaglandinu E; v médiu
prostém bun&k odebraném na konci kultiva&niho obdobi. Vzorek
nebo standardni Fredé&ni jsou pfipraveny s experimentdlnim

médiem.

Protizan&tliva aktivita in vivo se zhodnoti za pouZiti
my$iho modelu forboesterem indukovaného zanétu ucha.
4 ng acetatu forbolmyristatu ve 20 pl acetonu se aplikuji na
vnit¥ni a vné&jsi povrch levého ucha my$i kmene Male Balb/c
(6/skupina) (Charles River Breeding Laboratories,
Wilmingtom, Maryland). O &ty¥i hodiny pozdeéji se do stejného
ucha aplikuje sloufenina rozpu$téna ve 235 pl acetonu. po 20
hodinadch se tloudtka obou udi mé&fi mikrometrem s mé&fitkem
' (Mitutoyo, Japonsko) a aplikuje se druha topicka davka
sloudeniny. O 24 hodin pozdé&ji se provedou m&feni tloustky
usi a udaje se vyjad¥i jako zmé&na tlousStky (x 107° cm) mezi
lé&enym a nelé&enym uchem. Poté se zanicené levé ucho
odoperuje a uskladni se p¥i teplot& -70 °C dokud se

nevyhodnoti aktivita myeloperoxidazy, jako mira zéanétlivé




bunédné infiltrace.

Z&nétliva bunéénd infiltrace se vyhodnoti prostfed-

nictvim mé&¥feni myeloperoxidézové aktivity p¥itomné

v zanicené udni tkéani. Castedné& rozmrazend udni tkad se
‘rozemele a poté se homogenizuje na 10 % hmotnostné
objemovych pomoci homogenizéru tkani Tissumizer (Tekmar Co.,
Cincinaty, Ohio) v 50 mM fosfatového pufru (pH 6,6)
obsahujiciho 0,5 % HTAB. Homogenizovand tkan se necha ve
t¥ech cyklech zmrazit a rozmrazit a nasledné se kréatce
vystavi na 10 s ultrazvuku. Aktivita myeloperoxidazy (MPO)
se stanovi nésledujicim zplsobem. P¥i 460 nm se
spektrofotometricky m&¥i vyskyt barevného produktu na
myeloperoxiddze (MPO) dependentni reakce o-dianisidinu

v koncentraci 0,167 mg/ml (Sigma Chemical, St. Louis,
Montana) s peroxidem vodiku (0,0005% roztok). Supernatant
myeloperoxidézové (MPO) aktivity se kvantifikuje kineticky
(zm&na absorbance mé&fend po 3 minuty, vzorkovéni v 15-
sekundovych intervalech) za pouZiti spektrofotometru
Beckmann DU-7 a baleni pro analyzu kinetiky (Beckman
Insstruments, Inc., Sommerset, New Jersey). Jedna jednotka
myeloperoxiddzové (MPO) aktivity je definovana tak, Ze
degraduje pfi teplot& 25 °C jeden mikromol peroxidu za

minutu.

U&inek na z&nétem zprostfedkovany rozpad chrupavky se
in vitro mé¥i na systému explantované chrupavky. Na tomto
modelu se explantdty bovinni kloubni chrupavky inkubuji
Sty¥i dny/96 hodin s nebo bez rHull-1 alfa, coZ stimuiuje
v pritomnosti nebo bez pritomnosti testované slouleniny
rozpad chrupavky. Supernatanty se odeberou na analyzu oxidu
dusnatého. Oxid dusnaty se mé¥i pomoci Greissovy reakce a

gitd spektrofotometricky p¥i 530 nm. Tato reakce me&ri oxid
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dusic¢ity, ktery je stabilnim kone&nym produktem oxidu

dusnatého.
Obecné

Spektra nukledrni magnetické rezonance jsou zaznamendny
p¥i bud 250, 300 nebo 400 MHz za pouZiti spektrometru Bruker
AM 250, Bruker, Bruker ARX 300 nebo Bruker AC 400. CDCl; je
deuteriochloroform, DMSO-d¢ je hexadeuteriodimethylsulfoxid,
a CD30OD je tetradeuteriomethanol. Chemické posuny jsou
uvaddény v Castech na jeden milion (d) odvozeno od vnit¥niho
standardu tetramethylsilkanu. Zkratky pro data NMR jsou
nasledujici: s = singlet, d = doublet, t = triplet, g =
kvartet, m = multiplet, dd = doublet doubletd, dt = doublet
tripletd, app = zjevny, br = Siroky. J znamend kondenzadni
konstantu mé&f¥enou v Hz. Kontinudlni vlny infraderveného (IR)
spektra jsou zaznamendny na infracderveném spekktrometru
Perkin-Elmer 683 a Fourierovy transformace infracervenych
spekter (FTIR) jsou zaznamenany na infracderveném
spektrometru Nicolet Inpact 400 D. Infracervenad spektra a
FTIR spektra jsou zaznamen&na v transmisnim modu a polohy
pasli jsou uvadény jako pfevracend hodnota vlnové délky
(cm™!) . Hmotnostni spektra jsou zaznamenana bud na p¥istroji
VG 70 FE, PE Syx API III nebo VG ZAB HF, za pouZiti rychlého
bombardovani atomy (FAB) nebo technik elektrosprejové
ionizace (ES). Elementdrni analyzy Jjsou provedeny za pouzZiti
elementdrniho analyzéru Perkin-Elmer 240C. Teploty téni jsou
zjidtény na zatrizeni ke zjisStovani teplot tani Thomas-
-Hoover a jsou nekorigované. Vdechny teploty jsou uvedeny ve

stupnich celsia (°C).

pro chromatografii na tenké vrstvé jsou pouzZity plotny
s tenkou vrstvou Analtech Silika Gel GF a E. Merxck Silika
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Gel 60 F-254. Jak velmi rychla, tak hmotnostni
chromatografie jsou provedeny na silikagelu E. Merck

Kieselgel 60 o rozméru &astic 38 aZ 66 um.

P¥iklady provedeni vynalezu

V nésledujicich p#ikladech syntéz je teplota uvadéna ve
stupnich celsia (°C). Pokud neni uvedeno jinak, v8echny
vychozi materidly jsou ziskadny na trhu. Bez dal3iho
rozpracovani se v&¥i, Ze odbornik v oboru je schopen za
pouziti pfedchazejiciho popisu vynalezu, vyuZit vynalez
v jeho plném rozsahu. Tyto pfiklady jsou uvedeny pro
ilustraci vynélezu a neomezuji jeho rozsah. Je uveden odkaz

na patentové naroky, které si plivodci vyhrazuji niZe.
Priklad 1

Priprava 3-[(N-butyl)amino]-2-benzalindanonu

a) 2-Benzalindanon

Podle postupu, ktery popsali A. Hassner a N.H. Cromwell
v J. Org. Chem. 80, 893-aZ 90 (1958), se p¥i teploté& 0 °c
p¥ida 6,05 ml (53,6 mmol) benzaldehydu do roztoku 7,08 g
(53,6 mmol) indanonu (Aldrich) v ethanolu a 600 mg (10,6
mmol) hydroxidu draselného a reakéni sm&€s se nechd pfes noc
v chladicim za¥izeni. Reak&ni smés se zfiltruje, promyje
50% vodnym roztokem ethanolu a poté rekrystaluje z horkého

ethanolu, &imZ se ziskd 5,84 g 2-benzalindanonu.

'y NMR (300 MHz, CDCls) & 7,93 (d, 14, d =17,7), 7,75 aZ
7,35 (m, 8H), 4,08 (s, 2H).
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b) 3—Brom—2—benzalindanon

Podle postupu, ktery popsali B.D. Pearson, R.P. Ayer
a N. H. Cromwell v J. Org. Chem. 27, 3038 aZ 3044 (1962) se
k1,0 g (4,55 mmol) sloucCeniny z p¥ikladu 1 (a) v 15 ml
tetrachlormethanu pfida 810 mg (4,55 mmol) NBS a 50 mg
benzoylperoxidu a smés se zahfiva pod zpé&tnym chladidem
pomoci oht¥ivaci lampy po dobu 1 hodiny. Reak&ni smé&s se
ochladi, filtruje a filtradt se odpaf¥i, &imZ se ziskd 3-brom-

2-benzalindanon, ktery se pouZije bez dal&iho &i&téni.
'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,1 a% 7,2 (m, 10H), 6,40 (s, 2H)
b) 3-[(N~Butyl)amino]-2-benzalindanon

Podle postupu, ktery popsali G. Maury, E.-M. Wu a N. H.
Cromwell, J. Org. Chem. 33, 1900 aZ 1907 (1968) se ke
slouCeniné z p¥ikladu 1 (b) v benzenu p¥ida 300 pl (3,04
mmol) n-butylaminu a roztok se michd p¥i teploté& mistnosti
po 24 hodin. Reakéni smés se odpa¥i a odparek se &isti velmi
rychlou chromatografii (silikagel, 10% ethylacetat
v hexanu), ¢imZ se ziskd 353 mg 3-[ (N-butyl)amino]-2-
-benzalindanonu. K &asti volné baze v etheru se pfidad 1IN
roztok HCl v etheru, ¢imZ se zisk& hydrochloridova sul

v podobé pevné latky.
ES~-MS (M+H)+ m/e 292;

'H NMR (300 MHz, CDCls) &5 8,2 (d, 1H, J = 7,0 Hz), 8,03 (s,
1H), 7,98 (d, 1H, J = 6 Hz), 7,84 (t, 1H, J = 6 Hz), 7,75 a%
7,50 (m, 7H), 6,7 (%iroky s, 1H), 2,48 (3iroky s, 1H), 2,28
(8iroky s, 1H), 1,6 az 1,3 (m, 2H), 0,95 aZ 0,8 (m, 2H),
0,65 (t, 3H, J = 6,5 Hz).



Vy8e uvedeny popis a p¥iklady plné popisuji, jak
vyrobit a pouZit slouleniny podle tohoto vyndlezu. Presto
neni tento vyndlez omezen na urcitd provedeni vyse popsani,
ale zahrnuje v3echny jeho modifikace v rozsahu nédsledujicich
patentovych narokd. RlGzné odkazy na ¢asopisy, patentové a
jiné publikace, které jsou zde cytovany shrnuji stav

techniky a jsou zde zatazeny v plném rozsahu podle odkazl.
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostfedek, vy zna & u jici

s e t im, Ze obsahuje sloufeninu obecného vzorce I:

o}
'_' (I)
R1
N
~
o’ RS

ve kterém

Ry je arylové& skupina;

Ro je vybradn ze souboru sestdvajiciho z atomu vodiku,
alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku a arylove
skupiny;

Rs je vybran ze souboru sestdvajiciho z alkylové skupiny s

1 a% 6 atomy uhliku a cykloalkylové skupiny se 3 az 8

atomy uhliku; a

R, a R; mohou byt spolu spojeny dohromady a tvofit
heterocyklicky kruh o 5 aZ 7 atomech vybranych ze
souboru sestdvajiciho z atomu uhliku, dusiku, kysliku a

siry;

a farmaceuticky pfijatelny nosi&, Fedidlo nebo excipient.
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2. Farmaceuticky prostfedek podle néroku 1,

vyznadujici se tim Ze Ry je atom vodiku.

3. Farmaceuticky prostfedek podle néroku 2,
vyznadcujici se tim Ze Rz je vybran ze

souboru sestdvajiciho z butylové a cyklohexylové skupiny.

4, Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1,
vyznadujici se tim Ze Ry a Rz mohou byt
spolu spojeny dohromady a tvofit heterocyklicky kruh o 5 aZ
7 atomech vybranych ze souboru sestéavajiciho z atomu uhliku,

dusiku, kysliku a siry.

5. Farmaceuticky prostt¥edek podle naroku 4,
vyznadujici se tim Ze Rz je vybran ze
souboru sestdvajiciho z morfolynylové a piperidylové
skupiny.

6. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze uvedend sloucCenina je
vybrana ze souboru sestavajiciho z:

3-[ (N-butyl)amino]-2-benzalindanonu;
3-[ (N-cyklohexyl)amino] -2-benzalindanonu;
3-morfolinyl-2-benzalindanonu; a

3-piperidyl-2-benzalindanonu.

7. Zpdsob inhibice NF-xB vy znac¢ujici se

t i m, %e zahrnuje podavani pacientovi, ktery to potfebuje,




u&inného mnoZstvi sloudeniny obecného vzorce I:

O

O SN
_ R

1

N
SN
R2 Rs

ve kterém

R1

R»

Rs

je arylova skupina;

je vybran ze souboru sestdvajiciho z atomu vodiku,
alkylové skupiny s 1 aZz 6 atomy uhliku a aryloveé

skupiny;

je vybran ze souboru sestdvajiciho z alkylové skupiny s
1 a%? 6 atomy uhliku a cykloalkylové skupiny se 3 ai 8

atomy uhliku; a

R, a R; mohou byt spolu spojeny dohromady a tvofit

heterocyklicky kruh o 5 aZ 7 atomech vybranych ze
souboru sestavajiciho z atomu uhliku, dusiku, kysliku a

siry.

8. Zpusob podle nadroku 7, vyznacdujicil se

t i m, Ze uvedend sloulenina je vybrana ze souboru

sestéavajiciho z:




L] B *e (XX e

* o
L 3
(XXX ]
[ XX E ]
o o
®

LX X 24
eGes
.

Seense

L]
L]
.
.
L
-
L]
>
.
[ 4
L]
L ]

- 3-[(N-butyl)amino] ~-2-benzalindanonu;
3-[ (N-cyklohexyl)amino] -2~benzalindanonu;
3-morfolinyl-2-benzalindanonu; a
3-piperidyl-2-benzalindanonu.

9. Zpusob lécby onemocnéni charakterizovaného excesivni
aktivaci NF-kB, vy znadcuijicili se t im Ze
zahrnuje inhibovani uvedené excesivni aktivace podavanim

pacientovi, ktery to potfebuje, u¢inného mnoZstvi slouleniny

obecného vzorce I:

R1 (I)

e Spa

ve kterém

R je arylova skupina;

Rz je vybrédn ze skupiny sestdvajici z atomu vodiku,
alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku a arylové

skupiny;

Rs je vybran ze skupiny sestavajici z alkylové skupiny s
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1 aZz 6 atomy uhliku a cykloalkylové skupiny se 3 aZ 8
atomy uhliku; a

R, a Rz mohou byt spolu spojeny dohromady a tvofit
heterocyklicky kruh o 5 aZ 7 atomech vybranych ze
skupiny sestdvajici z atomu uhliku, dusiku, kysliku a
siry;

a jejich farmaceuticky pfrijatelnych soli, hydratd a solvatd.
10. Zplsob podle nadroku 9, vy znaduijici se

t 1 m, Ze uvedend sloucCenina je vybréna ze souboru

sestdvajiciho z:

3-[ (N-butyl)amino]-2-benzalindanonu;

3-[ (N-cyklohexyl)amino]~2~benzalindanonu;

3-morfolinyl-2-benzalindanonu; a

3-piperidyl-2-benzalindanonu.

11. Zplsob podle ndroku 9 a 10, vy zna ¢ ujici

s e t im Ze uvedenym onemocnénim je zanétlivé onemocnéni.

12. Zpusob podle naroku 11, vy znadcdujici se
t 1 m, Ze uvedené onemocnéni je vybrédno ze skupiny
sestavaijici z revmatoidni artritidy, zé&nétlivého onemocnéni

strfeva a astmatu.

13. Zpusob podle nédroku 9 a 10, vy zna ¢ uijici

s e t im, Ze uvedenym onemocnénim je dermatdza.




14. Zpusob podle naroku 13, vy znacdujici se
t 1 m, Ze uvedené onemocnéni je vybrano ze skupiny

sestdvajici z psoridzy a atopické dermatitidy.

15. Zplisob podle nadroku 9 a 10, vy zna ¢ u j ici
s e t im, Ze uvedené onemocnéni je vybrano ze skupiny
sestdvajici z autoimunitnich onemocnéni; odhojeni tkéani a
orgédnu; Alzheimerovy choroby; mrtvice; aterosklerdzy;
restendzy; asteocartritidy; osteopordzy a ataxie

teleangiektasie.

16. Zpusob podle ndroku 9 a 10, vy znacujici

s e t im, Ze uvedenym onemocnénim je rakovina.

17. Zpusob podle ndroku 16, vy znacujicil se
t 1 m, Ze uvedenou rakovinou je Hodgkinova choroba.
18. ZplUsob podle ndroku 9 a 10, vy znacdujici

s e t im, Ze uvedenym onemocnénim je AIDS.




ve

19. PouZiti sloucCeniny obecného vzorce I:

Rt (1)

R2 R3

kterém

je arylova skupina;

je vybran ze souboru sestédvajiciho z atomu vodiku,
alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku a aryloveé
skupiny;

je vybran ze souboru sestavajiciho z alkyloveé
skupiny & 1 aZ 6 atomy uhliku a cykloalkylové skupiny
se 3 az 8 atomy uhliku; a

Ry, a Ry mohou byt spolu spojeny dohromady a tvofit

heterocyklicky kruh o 5 aZ 7 atomech vybranych ze
souboru sestdvajiciho z atomu uhliku, dusiku, kysliku a

siry:

a jeji farmaceuticky prijatelny é soli, hydratu a solvatu pro

vyrobu léku pro inhibici onemocnéni charakterizovaného

excesivni aktivaci NF-xB.



20. Pouziti podle ndroku 19, kde sloucdenina je vybréna
ze souboru sestavajiciho z:

3-[ (N-butyl)amino]-2-benzalindanonu;

3-[ (N-cyklohexyl)amino]-2-benzalindanonu;
3-morfolinyl-2-benzalindanonu; a
3-piperidyl-2-benzalindanonu.

21. PouZiti podle naroku 19 nebo 20, kde uvedenym

onemocnénim je zAnétlivé onemocnéni.

22. Pouziti podle ndroku 21, kde uvedené onemocnéni je
vybrano ze skupiny sestdvajici z revmatoidni artritidy,
zédnétlivého onemocnéni streva a astmatu.

23. Pouziti podle ndrokl 19 a 20, kde uvedenym
onemocnénim je dermatdza.

24, Pouziti podle naroku 23, kde uvedené onemocnéni je
vybrédno ze skupiny sestévajici z psoridzy a atopickeé
dermatitidy.

25. PouZiti podle naroku 19 a 20, kde uvedené onemocnéni
je vybrano ze skupiny sestadvajici z autoimunitnich
onemocnéni; odhojeni tkani a orgénh; Alzheimerovy choroby;
nrtvice; aterosklerdzy; restendzy; asteoartritidy;

osteopordzy a ataxie teleangiektasie.

26, Pouziti podle narokl 19 a 20, kde uvedenym

(E X RN R J




onemocnénim je rakovina.

27. PouzZiti podle naroku 26, kde uvedenou rakovinou ije
Hodgkinova choroba.

28. PouzZiti podle narokt 19 a 20, kde uvedenym
onemocnénim je AIDS.
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