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Nové 1,2,5- trisubstituované 1,2-dihydrgrindazol-3-ony

s antiasthmatickym, ant;dalerglckym, protizéndtlivym,
imunomoduladnim a neuroprotektlvnlm ucinkem, zplisob jejich
pripravy a jejich pouziti jako léc&iv

Oblast techniky

p¥edkladany vyndlez se tyké& p¥ipravy novych derivatl
indazol-3-olu a jejich pouZiti jako 1é&&iv majicich
antiasthmaticky, anti-alergicky, protizané&tlivy,
imunomoduladni a neuroprotektivni Glinek.

Dogavadni stav techniky

Cyklosporin A (CsA) a FK 506 jsou imunosupresivni p¥irozené
substance pochézejici z hub, které inhibuji Ca®*-dependentni
ptenos signdlu v n&kterych typech bun&k. V T lymfocytech inhibuji
ob& sloudeniny transkripci mnoha gent. CsA a FK506 se oba vaZi s
vysokou afinitou na gsolubilni receptorové proteiny, jako je
nap¥iklad cyklofilin (Cyp) nebo FK506-vazebny protein (FKBP) (G.
Fisher et al., Nature 337 (1989), 476-478; M.W. Harding et al.,
Nature 341 (1989), 755-760).

Komplex CsA-Cyp nebo FK506-FKBP va¥e kalcineurin (CN) a
inhibuje jeho fosfatasovou aktivitu. Ccytosolova, fosforylalni
slo¥ka transkrip&niho faktoru NF-AT byla uréena jako buné&lnd
cilova molekula pro CN, takZfe za nepfitomnosti CN nemiZe byt
spu¥téna aktivita aktivniho transkripéniho komplexu na IL-2
promotoru (M.K. Rosen, S.L. Schreiber, Angew. Chem. 104 (1992),
413-430; G. Fisher, Angew. Chem. 106 (1994), 1479-1501).

Alergick&, asthmaticka onemocn&ni jsou zplsobena zén&tlivou
reakci, kterd je kontrolovéna T-lymfocyty a jejich mediatory.
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Kortikosteroidy jsou stéle je&té& lékem volby pro 1lé&&bu mnoha
alergickych onemocn&ni. CsA a FK506 jsou také G&inné p¥i 1écbé
bronchidlniho asthmatu a zédkladniho z&nétu, jak v pokusech na

zvi¥atech, tak v klinickych studiich.

I pfes velky po&et pokusl o identifikaci novych aktivnich
imunofilinovych inhibitorud nebylo dosud moZné pripravit nebo
izolovat jakoukoliv strukturu aktivn&j&i neZz CsA, FK506,
rapamycin nebo derivity té&chto p¥irozenych substanci. Vysoky
inhibidni potencidl CsA, FK506 a rapamycinu je, nicméné&, vyznamné
omezen rdznymi ne%¥ddoucimi G&inky, zejména rendlni toxicitou a
neurotoxicitou (N.H. Sigal et al., J. Exp. Med. 173 (1991),
619-6128) . P¥i¥inou této skute&nosti je nespecifickd interakce
mezi imunofilinovymi ligandy a vazebnymi proteiny specifickymi
pro builky. V disledku toho jsou zné&mé terapeutické Gcinky téchto
imunosupresiv vyznamné& omezeny. Krom& toho, nedostatek
selektivity t&chto slouZenin se zdd byt problémem zejména p¥i
dlouhodobé terapii.

Substance, které inhibuji aktivitu peptidylprolylizomeras
(PPIas), jako je CyP nebo FKBP, maji neuroprotektivni vlastnosti,
stimuluji neurondlni rast a jsou vhodné pro lécbu
neurodegenerativnich onemocn&ni (WO 96/40140, US 5696135, WO
97/18828) .

Jsou znamé substituované indazolové derivaty, které se 1iSi od
gsloudenin podle ptredklddaného vyndlezu v substituentech X, Y, Z,
R*, R® a R® a ve svém farmakodynamickém G&inku.

Baiocchi et al. (Synthesis 1978 (9), 633-648) popisuje obecné&
syntézu a vlastnosti 1H-indazol-3-ola.

Schindler et al. (WO 97/34874) popisuje 1,3,5-trisubstituované
indazoly majici antiasthmatickou, antialergickou,




protizén&tlivou a imunomodulalni aktivitu.

EP 0 199 543 popisuje 1,6-disubstituované
1,2-dihydroindazol-3-ony a jejich pouZiti pro farmaceutické
icely.

WO 94/24109 obsahuje indazolové derivaty, které jsou vhodné
pro 1é&bu HIV infekce.

Ketami et al. (J. Heterocycl. Chem. 7(4), 807-813 (1970))
popisuje 1,5-disubstituované 1,2-dihydro-indazol-3-ony.

US 3470194 popisuje p¥ipravu disubstituovanych
(1, 2-dihydro-3-oxyindazol-2-yl)alkanovych kyselin za pouZiti
polarnich rozpouSté&del.

K.W. Auwers (Ber. Dtsch. Chem. Ges. 58: 2081-2088 (1925)) a
K.W. Auwers (Justus Liebigs Ann. Chem. 451: 281-307 (1927)
popisuje p¥ipravu acylindazold a jejich migraci.

zoni et al. (Il. Farmaco Ed. Sci. 23(5) 490-501 (1968)) a Zoni
et al. (Boll. Chim. Farm. 107, 598-605 (1968)) popisuji alkylaci
1-subgtituovanych 1H-indazol-3-old.

Evans et al. (Tetrahedron 21, 3351-3361 (1965) popisuji
syntézu 1,3-substituovanych acyl- a tosylindazoll.

Tase et al. (Arch. Pharm. 329(1): 35-40, (1996)) popisuji
protizandtlivé vlastnosti N-substituovanych indazold.

Anderson et al. (J. chem. Soc. C, 3313-3314 (1971)) popisuji
1, 3-substituované tosylindazoly.

Pallazo et al., (J. Med. Chem. 9, 38-41 (1966)) a
Guyla et al. (Acta Pharm. Hung. 44, 49-57 (1974)) popisuji




syntézu 2-dimethylaminoalkyl-1-fenylindazol-3-ond.

Klicnar (Coll. Czech. Chem. Comm. 42: 327-337 (1977)) popisuje
acetylindazoly.

Tserng et al. (J. Org. Chem. 38: 3498-3502, (1973)) popisuji
syntézu 1,2-disubstituovanych 1,2-dihydroindazol-3-onu.

Aran et al. (Heterocycles 45: 129-136 (1997)) popisuji
selektivni syntézu 2-substituovanych indazol-3-onl bez N-1
substituce.

Aran et al. (Liebigs Ann. 1996, 683-691), Aran et al. (Liebigs
Ann. 1995, 817-824) a Aran et al. (J. Chem. Soc. Perkin Trans. I,
1119-1127 (1993)) popisuji 1,2-substituované 5-nitroindazol-3-ony
a jejich cytostatickou aktivitu.

Bruneau et al. (J. Med. Chem. 34: 1028-1036 (1991)) popisuji
1- a 2-substituované indazol-3-ony jako inhibitory
5-lipooxygenasy .

Wyrick et al. (J. Med. Chem. 27: 768-772 (1984)) popisuji
1,2-disubstituované indazol-3-ony aktivni ve sniZova&ni hladin
cholesterolu.

Schmutz et al. (Helv. Chim. Acta 47: 1986-1996 (1964))
popisuje alkylaci indazolond.

Yamaguchi et al. (Chem. Pharm. Bull. 43(2), 332-334 (1995))
popisuje 2-substituované (1-pyridin-3-yl)indazoly a jejich

antiasthmatické G&inky.

vzhledem k mnoha ne¥&doucim G&inkdm zndmych p¥ipravkd, chybéni
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kurativniho G&inku a dosud p¥ili¥ nespecifické terapii existuje
pot¥eba sloudenin vhodnych pro lécbu asthmatickych onemocnéni,
které by m&ly vysokou G&¢innost a bezpelnost.

Vynédlez je zaloZen na objevu novych sloudenin inhibujicich
rotamasu a/nebo inhibujicich plicni infiltraci eosinofily a tyka
se také zplsobu jejich cilené syntézy.

Zcela nova trida sloudenin, které se p¥ekvapivé specificky
v&%1 na imunofiliny, je predstavovéna slouleninami vzorce I podle
predkladaného vyndlezu. Tato t¥ida sloudenin md vysokou afinitu
pro imunofiliny, jako je CypB.

Po nilez

Nyni bylo pfekvapivé zji¥té&no, Ze nové indazolové derivaty
mohou inhibovat Gdinky PPIasy. Proto maji tyto slouceniny znalény
vyznam pro p¥ipravu 1é&iv pro lécbu onemocn&ni, p¥i kterych je
p¥inosem inhibice PPIasy. Takovymi onemocn&nimi jsou, nap¥iklad:
periferni neuropatie, neurodegenerativni onemocné&ni, mrtvice,
Parkinsonova a Alzheimerova nemoc, traumatickd poran&ni mozku,
roztroufend sklerosa. Dale bylo prokdzano, Ze slouleniny podle
ptedkladaného vyndlezu mohou inhibovat migraci eosinofilnich
granulocytd do tkéni, kde tato migrace je charakteristicka pro

pozdni fézi asthmatické reakce.

Vyndlez se tykd novych 1,2,5-trisubstituovanych
1,2-dihydroindazol-3-oni obecného vzorce I:




vzorec 1

kde X, Y, Z, R*, R® a R® maji nédsledujici vyznamy:

X mi¥e byt -SO_-, -SO-, -(CH,)_-, -(CH) _-O-, -(CH,) _-(C=0)-,
- (CH,)_- (C=0) -NH-, -(CH,)_-CHOH-, -CHOH-(CH,)_-, -(CH,) -CH=CH-,
-CH=CH- (CH,) -, kde p = 1...4;

Y miZe byt - (C=0)-, -(C=0)-NH-, -(C=0)-NH-(CH)) -,

- (C=0) - (CH,) -, -(CH,)_-, -(CH))_-O-, -(CH)) _-(C=0)-,

- (CH,) - (C=0) -NH-, - (CH_)_-(C=0)-NH-(CH,)_-, - (CH,)_-CHOH-,
-CHOH- (CH_) -, -(CH,)_-CH=CH-, -CH=CH-(CH_) -, kde p = 1...4;
7 mi¥e byt -0-, -O-(CH))_-, kde p = 1...4, -NH-, -NH(C=O)-,

-NH- (C=0) -NH-, -NH-(C=0}-0-, -NH—CHz-(C=O)— a -NH-(C=0)-CH_~-;

R*, R® a R® mohou byt stejné nebo razné a maji ndsledujici
vyznamy: mono-, bi- nebo tricyklické nasycené nebo mono- nebo
polynenasycené karbocykly obsahujici 5 a% 14 atomd v kruhu,
konkrétn® fenyl, naftyl, anthranyl, fluorenyl; nebo mono-, bi-
nebo tricyklické nasycené nebo mono- nebo polynenasycené
heterocykly obsahujici 5 aZ 15 atomd v kruhu a 1 aZ 6
heteroatomi, kterymi jsou vyhodn& N, O a S, konkrétné trifenyl,
pyridinyl, isoxazolyl, benzimidazolyl, benzol[l,31dioxolyl,
pyrimidinyl, chinolyl, chinazolinyl, morfolinyl, pyrrolidinyl,
pyrrolyl, benz[1,2,4]oxadiazolyl, benzothiazolyl;

kde karbocykly a heterocykly mohou byt mono- nebo




polysubstituované skupinami vybranymi z nasledujicich skupin:

—Cl—Csalkyl, —O-Cl—Cealkyl, —O—CB—C7cykloalkyl, mono-, bi- nebo
tricyklické nasycené nebo mono- nebo polynenasycené karbocykly
obsahujici 3 a¥ 14 atomd v kruhu, mono-, bi- nebo tricyklické
nasycené nebo mono- nebo polynenasycené heterocykly majici 5 aZ
15 atomd v kruhu a 1 a¥ 6 heteroatomli, kterymi jsou vyhodné N,
0as, -F, -Cl, -Br, -I, -OH, -SH, -NO_, -NHC_-C_alkyl,
-N(C_-C_alkyl) ., -NHC_-C_ _-aryl, -N(C_-C, _ -aryl) _,
~N(C1—Csalkyl)—(CS—C14—aryl), -NHCOC_-C_alkyl, -NHCOC_-C_ _-aryl,
-CONHC, -C_alkyl, -CONHC_-C__-aryl, -CONHSO,C, -C_alkyl,
-CONHSO_C_-C_  -aryl, -CN, -(Cco)C_-C_alkyl, -{Cs)C, -C_alkyl,
-COOH, -COOC_-C_alkyl, -0-C_-C, _-aryl, -0-(CO)C_-C,alkyl,
-O-(CO)CG—C14-aryl, benzyl, benzyloxy, -S-C_-C_alkyl,

-s-c_-C_ _-aryl, -CF_, - (CH,) _-COOH, kde p je 1 aZ 4,
—(CHz)p—COOCl—CGalkyl, kde p = 1 aZ 4, -SO_-C_-C_alkyl,
-80_C_-C__ -aryl;

RT mi¥e byt ddle H (ale ne tehdy, pokud X = CH);
R®-Z miZe byt dale NO_.

Slou&eniny podle predklédaného vynalezu jsou nové, ale plati
pro n& nasledujici podminky:

Pokud je Z -NH-(C=0)-, -NH-(C=0)-NH-, -NH-(C=0)-0-,
-NH- (C=0) -CH_-, a zaroveli je R* fenyl, monosubstituovany nebo
polysubstituovany skupinami vybranymi z nédsledujicich skupin:
-COOH, COOC_-C_alkyl, -(CH)) -COOH, kde p = 1-4,
—(CHz)p—COOCl—CGalkyl, kde p = 1-4, -CONHC_ -C_alkyl,
~CONHC _-C_ _-aryl, -CONHSO,C -C_alkyl, -CONHSO,C_-C_  -aryl,
1H-tetrazol-5-yl, potom nesmi byt R* fenyl, monosubstituovany
nebo polysubstituovan? CN, halogenem, C_-C_alkylem, C,-C_ alkyloxy
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skupinou, CF,.

Pokud R®*-Z = NO_, tak nesmi mit R*-X a R*-Y soulasné
ndsledujici vyznamy:
R*-X
R®-Y

benzyl, 4-methoxybenzyl,

benzyl, pikolyl. .

Vyndlez se déle tykd fyziologicky tolerovatelnych soli
sloudenin vzorce I.

Farmakologicky ptijatelné soli se ziskaji bé&Znym zpusobem
pomoci neutralizace bazi s anorganickymi nebo organickymi
kyselinami nebo neutralizace kyselin anorganickymi nebo
organickymi bazemi. PouZitelnymi anorganickymi kyselinami jsou,
nap¥iklad, kyselina chlorovodikova, kyselina sirova, kyselina
fosforeénd nebo kyselina bromovodikovd, organickymi kyselinami
isou, naptriklad, karboxylové, sulfonové kyseliny jako je kyselina
octové, kyselina vinna, kyselina mlécna, kyselina propionova,
kyselina glykolové, kyselina malonova, kyselina maleinovéa,
kyselina fumarova, tanin, kyselina jantarovd, kyselina alginova,
kyselina benzoovad, kyselina 2-fenoxybenzoova, kyselina
2-acetoxybenzoova, kyselina skoficovd, kyselina mandlova,
kyselina citronova, kyselina jablelna, kyselina salicylovi,
kyselina 3-aminosalicylova, kyselina askorbova, kyselina
embonova, kyselina nikotinovd, kyselina isonikotinova, kyselina
gtavelova, aminokyseliny, kyselina methansulfonovd, kyselina
ethansulfonové, kyselina 2-hydroxyethansulfonova, kyselina
ethan-1,2-disulfonovd, kyselina benzensulfonova, kyselina
4-methylbenzensulfonova nebo kyselina naftalen-2-sulfonova.
Pou¥itelnymi anorganickymi bazemi jsou, napfiklad, roztok
hydroxidu sodného, roztok hydroxidu draselného, amoniak
a pouZitelnym organickymi bazemi jsou, nap¥iklad, aminy, vyhodné&
tercidlni aminy jako je trimethylamin, triethylamin, pyridin,
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N,N-dimethylanilin, chinolin, isochinolin, alfa-pikolin,
beta-pikolin, gamma-pikolin, chinaldin nebo pyrimidin.

Krom& toho, fyziologicky p¥ijatelné soli sloulenin vzorce I
mohou byt ziskény konverzi derivatd, které maji tercidlni
amino-skupiny, na p¥islusné kvarterni ammoniové soli, za pouziti
znamého zplsobu. Pou¥itelnym kvarternizatnimi &€inidly jsou,
nap¥iklad, alkylhalogenidy, jako je methyljodid, ethylbromid nebo
n-propylchlorid, ale také arylalkylhalogenidy, jako je
benzylchlorid nebo 2-fenethylbromid.

D&le, vyndlez slouenin vzorce I, které obsahuji asymetricky
uhlikovy atom, se také tykd D forem, L forem a D,L sm&si a - Vv
p¥ipad& vice asymetrickych uhlikovych atomd - diastereomerickych
forem. Ty slouleniny vzorce I, které obsahuji asymetrické
uhlikové atomy a jsou ziskény jako racemické sm&si, mohou byt
separovany na opticky aktivni izomery za pouZiti zndmych technik,
nap¥iklad pomoci opticky aktivnich kyselin. Nicmén&, je také
mo¥né pou¥it od zalatku opticky aktivni vychozi substance, za
zisku p¥islufnych opticky aktivnich nebo diastereomerickych
sloudenin.

Vyndlez se tykd pouziti sloulenin podle predkladaného vynédlezu
a jejich fyziologicky pfijatelnych soli jako: '
1. inhibitor® rotamasy pro pripravu 1lé¢iv pro 1lé&&bu onemocné&ni
zprost¥edkovanych timto enzymem; a/nebo
2. inhibitord pozdni féze eosinofilie pro p¥ipravu léliv pro
1é%bu onemocndni zprost¥edkovanych témito buiikami .

Mezi takova onemocndni pat¥i, nap¥iklad, periferni neuropatie,
neurodegenerativni onemocnéni, mrtvice, Parkinsonova
a Alzheimerova nemoc, traumatickéd poranéni mozku, roztrouSena
sklerosa, bronchidlni asthma, alergicka rhinitida, alergické
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konjunktivitida, atopicka dermatitida, ekzém, alergickéa
vaskulitida, z&ndty zprost¥edkované eosinofily jako je
eosinofilni fasciitida, eosinofilni pneumonie a PIE syndrom,
autoimunitni onemocné&ni jako je revmatoidni artritida,
revmatoidni spondylitida, lupus erythematodes, psoriasa,
glomerulonefritida a uveitida, diabetes mellitus zavisly na

inzulinu a sepse.

Sloudeniny podle p¥edkléadaného vyndlezu nebo jejich
farmakologicky pf¥ijatelné soli jsou dale pouZitelné pro pfipravu
18¢iv pro prevenci rejek&nich reakci po transplantaci buné&k,
tkéni nebo organdi.

p¥i pripravé 1é%iv se pouZije, krom& b&Znych pomocnych
%inidel, nosi&t a prisad, G&innad dévka sloufenin podle
predkladaného vyndlezu nebo jejich soli.

Davka aktivni sloudeniny se 1i%i v z&vislosti na zplsobu
podani, vé&ku, hmotnosti pacienta, charakteru a zadvaZnosti

P

1lé%eného onemocn&ni a podobnych faktorech.

Denni déavka miZe byt poddna v jedné dévce nebo rozdélené& ve
vice davkéch a je v rozsahu 0,001-1000 mg.

Mo¥nymi formami jsou prost¥edky pro ordlni, parenteralni,
intravenosni, transderm&lni, lokdlni, inhalalni a intranasédlni
podéni.

Pro poddni je moZno pouZit b&Znych farmaceutickych prostfedkl
ve form& tablet, potahovanych tablet, kapsli, dispergovatelnych
préskt, granuli, vodnych roztokid, vodnych nebo olejovych
suspenzi, sirupt, Stav nebo kapek.
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Pevné farmaceutické formy mohou obsahovat inertni ptisady a
noside, jako je nap¥iklad uhliditan vépenaty, fosforelnan
vépenaty, fosfore&nan sodny, laktosa, Skrob, manitol, alginaty,
Yelatina, guarova klovatina, stearan ho¥e&naty nebo hlinity,
methylcelulosa, talek, vysoce dispergovatelné kyseliny k¥emilité,
silikonovy olej, mastné kyseliny s vysokou molekulovou hmotnosti
(jako je kyselina stearovd), Zelatina, agar-agar nebo rostlinné
nebo %ivolidné tuky a oleje, pevné polymery s vysokou molekulovou
nmotnosti (jako je polyethylenglykol); pripravky vhodné pro
ordlni pod&ni mochou obsahovat, pokud je to vhodné, dalsi chutova
korigens a/nebo sladidla.

Kapalné davkové formy mohou byt sterilizované a/nebo mohou
voliteln¥& obsahovat pomocnd &inidla, jako jsou konzervalni
ginidla, stabilizadni &inidla, smadiva ¢inidla, &inidla
zlep¥ujici pronik aktivni slo¥ky, emulga®ni &inidla, &inidla
zvydujici objem, solubilizalni Cinidla, soli, cukry nebo cukerné
alkoholy pro regulaci osmotického tlaku nebo jako pufrovaci
gdinidla, a/nebo &inidla upravujici viskozitu. Pomocnymi &inidly
tohoto typu jsou, nap¥iklad, vinanové nebo citratové pufry,
ethanol, &inidla vyvoldvajici tvorbu komplex (jako je kyselina
ethylendiamintetraoctovd a jeji netoxické soli). Pro regulaci
viskozity jsou pouZitelné polymery s vysokou molekulovou
hmotnosti, jako je, nap¥iklad, kapalny polyethylenoxid,
mikrokrystalické celulosy, karboxymethylcelulosy,
polyvinylpyrrdlidony, dextrany nebo Zelatina. Pevné nosile jsou,
nap¥iklad, &krob, laktosa, manitol, methylcelulosa, talek,
kyseliny k¥emidité s vysokou dispergovatelnosti, mastné kyseliny
s vysokou molekulovou hmotnosti (jako je kyselina stearova),
Yelatina, agar-agar, fosforelnan véapenaty, stearan hofelnaty,
rostlinné a Zivoli&né tuky, pevné polymery s vysokou molekulovou
hmotnosti, jako je polyethylenglykol.
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Olejové suspenze pro parenterdlni nebo lokd&lni aplikaci mohou
byt rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje, jako jsou,
nap¥iklad, estery mastnych kyselin obsahujici 8 aZ 22 atoml
uhliku v Yet&zci mastné kyseliny, nap¥iklad kyseliny palmitové,
laurové, tridecylové, margarinové, stearové, arachidonové,
myristové, behenové, pentadekanové, linolenové, elaidove,
brasidové, erukové nebo olejové, které jsou esterifikované
s jedno- a¥ trojsytnymi alkoholy obsahujicimi 1 a% 6 atoml
uhliku, jako je, nap¥iklad, methanol, ethanol, propanol, butanol,
pentanol nebo jejich izomery, glykol nebo glycerol. Estery
mastnych kyselin tohoto typu jsou, nap¥iklad, komer&n& dostupné
Miglioly, isopropylmyristat, isopropylpalmitat, isopropylstearat,
PEG 6-kyselina kaprinovd, estery kyseliny kaprylové/kaprinové
s nasycenymi mastnymi alkoholy, polyoxyethylenglyceroltrioleaty,
ethyloleat, estery vodkovych mastnych kyselin, jako je
artificidlni tuk z kachni mazové Zlazy, isopropylkokoat,
oleyloleat, decyloleat, ethyllaktat, dibutylftalat,
diisopropyladipat, polyolové estery mastnych kyselin a jiné. Také
vhodné jsou silikonové oleje rUzné viskozity nebo mastné
alkoholy, jako je isotridexylalkohol, 2-oktyldodekanol,
cetylstearylalkohol nebo oleylalkohol, mastné kyseliny, jako je
nap¥iklad kyselina olejova. Ddle je moZno pouZit rostlinngch
olejli, jako je ricinovy olej, mandlovy olej, olivovy olej,
sesamovy olej, olej z bavlnikovych semen, podzemnicovy olej nebo
sojovy olej.

MoZnymi rozpoudt&dly, gelotvornymi &inidly a solubilizalnimi
¢inidly jsou voda nebo rozpoudt&dla misitelnd s vodou. Mezi né&
pat¥i, nap¥iklad, alkoholy, jako je ethanol nebo
isopropylalkohol, benzylalkohol, 2-oktyldodekanol,
polyethylenglykoly, ftalaty, adipaty, propylenglykol, glycerol,
di- nebo tripropylenglykol, vosky, methylcelulosa, estery
celulosy, morfoliny, dioxan, dimethylsulfoxid, dimethylformamid,
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tetrahydrofuran, cyklohexanon atd.

Mezi pouZitelnd ¢inidla vytva¥ejici film patf¥i ethery
celulosy, které se rozpou&td&ji nebo které bobtnaji jak ve vodé,
tak v organickych rozpoust&dlech, jako je napfiklad
hydroxypropylmethylcelulosa, methylcelulosa, ethylcelulosa nebo
rozpustné Skroby.

Také je moZno pou¥it smiSenych forem mezi &inidly
vytvatejicimi gel a film. Zde jsou obvykle pouZity iontové
makromolekuly, jako je, nap¥iklad, karboxymethylcelulosa sodné,
kyselina polyakrylovd, kyselina polymethylakrylovd a jeji soli,
amylopektinsemiglykolat sodny, kyselina alginov& nebo
propylenglykolalginat ve form& sodné soli, arabskad klovatina,
xanthanovd klovatina, guarovad klovatina nebo karagén.

DalZ%imi pomocnymi prost¥edky, které& mohou byt pouZity, jsou:
glycerol, parafiny rtzné viskozity, triethanolamin, kolagen,
allantoin, kyselina novantisoclova.

V prost¥edcich miZe byt také nutné pouZiti surfaktantd,
emulgadnich &inidel nebo smé&ivych Cinidel, jako je, napr¥iklad,
laurylsiran sodny, ethersulfaty mastnych alkohold, N-lauryl-8-
iminodipropionat sodny, polyethoxyethylovany ricinovy olej nebo
sorbitanmonooleat, sorbitanmonostearat, polysorbaty (nap¥iklad
Tween) , cetYlalkohol, lecitin, glycerolmonostearat,
polyoxyethylenstearat, alkylfenylové polyglykolové ethery,
cetyltrimethylammoniumchlorid nebo monoethanolaminova sl
mono/dialkyl polyglykolového etheru kyseliny ortofosforelné.

V prost¥edcich mife byt také nutné pouZiti stabiliza&nich
dinidel, jako jsou montmorillonity nebo koloidni kyseliny
k¥emi&ité, které stabilizuji emulzi, nebo Cinidel, kterd bréani
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rozkladu aktivni sloZky, jako jsou nap¥iklad antioxidadni
&inidla, naptiklad tokoferoly nebo butylhydroxyanisol, nebo
konzervadnich dinidel, jako jsou estery kyseliny
p-hydroxybenzooveé.

pP¥iprava, plnéni a uzav¥eni prost¥edkld je provedeno za
obvyklych antimikrobidlnich a aseptickych podminek.

Davka farmaceutického prost¥edku zévisi na v&ku, stavu a
nmotnosti pacienta a na zpisobu podani. Obvykle je denni davka
aktivni slouleniny mezi 0,001 a 25 mg/kg t&lesné hmotnosti.

Priprava

Podle pYedkléadaného vynédlezu mohou byt slouleniny obecného
vzorce I pripraveny ndsledujicimi zplisoby.

Sloudeniny obecného vzorce I, kde X = -80_-, -SO-, se p¥ipravi
postupem podle schematu 1.

1H-indazol-3-yl sulfonaty II reaguji za pfitomnosti baze a -
pokud je to vhodné - za p¥itomnosti fedidla, za zisku sloulenin
obecného vzorce III, kde R*, R®, X a Z jsou stejné, jak byly
definovany vyse.

1H-indazol-3-yl sulfonaty II nebo 1-sulfonylindazoly IIT
reaguji, pokud je to vhodné, tak za pritomnosti baze, konkrétné&
hydridu sodného, a pokud je to vhodné, tak za pritomnosti
Yedidla, konkrétn¥ dimethylsulfoxidu, se sloudeninami
nasledujicich obecnych vzorch:

Hal-Y-RZ, O=C=N—(CH2)p—R2, [R2—(CH2)p—C=O]20, kde p = 0 az 5,
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kde R*, R®, R®, X, Y a Z jsou stejné, jak byly definovény vySe
a Hal je atom halogenu vybrany ze skupiny zahrnujici F, Cl, Br
nebo I, za zisku sloudenin obecného vzorce I, kde R*, R*, R*®, X,
Y a Z jsou stejné, jak byly definovany vyse.

Schema 1:
o——--)(——*R'l R > O
Re—z -
N\ N=—H
N —_— N
H X\R1
Vzorec II Vzorec III
< >
O
RA—2
N—Y—R?
/
N
\
X\R1
Vzoréc I
Sloufeniny obecného vzorce I, kde X = —(CHZ)p—, -(CH,) _-0O-,
- (CH,) _-{C=0)-, -(CH,)_-(C=0)-NH-, -(CH,) -CHOH-, -CHOH-(CH,) -,

—(CHz)P—CH=CH—, —CH:CH-(CHz)p—, kde p = 1-4, se ptipravi
postupem podle schematu 2.

Sloudeniny obecného vzorce III reaguji, pokud je to vhodng,
tak za p¥itomnosti baze, konkrétné& hydridu sodného, a pokud je to
vhodné, tak za p¥itomnosti ¥edidla, konkrétn& tetrahydrofuranu
nebo dimethylsulfoxidu, se slouleninami obecného ndsledujiciho

obecného vzorce:

Hal-Y-R?, 0=C=N- (CH ) _-R®, [R®-(CH,)_-C=0]_0, kde p = 0 a% 5,
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kde R*, R®, R®, X, Y a 2 jsou stejné, jak byly definovény vise
a Hal je atom halogenu vybrany ze skupiny zahrnuj ici F, Cl1, Br
nebo I, za zisku sloudenin obecného vzorce I, kde R*, RZ, R*®, X,
Y a Z jsou stejné, jak byly definovény vySe.

Schema 2:
0
N—H /N—Y-—Rz
{ — \
X\ R1 X\ R1
Vzorec III Vzorec I

kde sloudenina vzorce III miZe byt p¥itomna také jako tautomerni

forma slou&eniny vzorce IV, podle schematu 3.

Schema 3:
O OH
RA—7 R—2Z

\
N—H ~ N

N ~ =N

X'\R1 . X\R‘l

Vzorec III Vzorec IV

Sloudeniny obecného vzorce I jsou noveé.
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P¥ikl ovedeni nilez

Nisledujici sloudeniny podle p¥edkladaného vynalezu jsou
uvedeny jako priklady.

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (4-methoxy-
benzensulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

2—(2—hydroxy—s-nitrobenzyl)-S—methoxy—l—(toluen—4—
-sulfonyl)-1,2-dihydroindazol-3-on;

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (4-trifluomethoxy-
benzensulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (4-chlor-
benzensulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

1- (4-fluorbenzensulfonyl) -2- (2-hydroxy-5-nitro-benzyl) -5-
-methoxy-1,2-dihydroindazol-3-on;

N- (4- [2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-3-0x0-2, 3~
-dihydroindazol-1-sulfonyl] fenyl)acetamid;

2—(4—f1uorbenzyl)-S-methoxy-l—(toluen—4—sulfonyl)—l,2—
-dihydroindazol-3-on;

2—(4—f1uorbenzyl)—5—methoxy’1—(4—chlorbenzensulfonyl)—l,2~
-dihydroindazol-3-on;

1- (4-fluorbenzensulfonyl) -2- (4-fluorbenzyl) -5-methoxy-1,2-
-dihydroindazol-3-on;

2—(2—fluorbenzyl)—5—methoxy—1—(toluen—4—su1fony1)—1,2-
-dihydroindazol-3-on;

1- (4-fluorbenzensulfonyl) -2- (2-fluorbenzyl) -5-methoxy-1,2-
-dihydroindazol-3-on;

2- (3-methoxybenzyl) -5-methoxy-1- (toluen-4-sulfonyl)-1,2-
-dihydroindazol-3-on;

2—(3—trifluormethylbenzyl)—S-methoxy—l-(toluen~4-sulfony1)-
-1,2-dihydroindazol-3-on;

2-[2-(4-chlorfenyl)thiazol-4-ylmethyl] -5-methoxy-1- (toluen-
-4-sulfonyl)-1,2-dihydroindazol-3-on;
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5—methoxy—2-(3—fenylally1)—l~(toluen—4-sulfonyl)—1,2-
-dihydroindazol-3-on;
5—methoxy-2—(3—oxo~3—feny1propyl)-l-(toluen—4—suifonyl)—1,2—
-dihydroindazol-3-on;
2-[2-(2,6-difluorfenoxy)ethyl] -5-methoxy-1-(toluen-
-4-sulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;
2—[2—(2-brom—4,6—dif1uorfenoxy)ethyl]—5—methoxy-1-(toluen—
-4-sulfonyl)-1,2-dihydroindazol-3-on;
2—[2—(2-brom-4,6-difluorfenoxy)ethyl]—5—methoxy—1—(4—
methoxybenzensulfonyl)—1,2—dihydroindazol—3—on;
N-(4—{2—[2—(2,4~ioxo—1,4—dihydro—ZH-chinazolin—S~yl)ethyl]—
—5-methoxy—3—oxo—2,3—dihydroindazol—1—su1fonyl}fenyl)acetamid;
2—{3-[4—(3-chlorfenyl)piperazin—l—yl]-propyl}—5—methoxy—1—
—(toluen—4~sulfonyl)~1,2~dihydroindazol-3—on;
l—(4—chlorbenzensulfonyl)-2—{3-[4—(3—chlorfenyl)piperazin-
—1—y1]—propyl}—S—methoxy-l—(toluen—4—sulfonyl)—1,2—
-dihydroindazol-3-on;
N—benzyl—z-[5—methoxy—3—oxo—l—(toluen-é—sulfonyl)—l,3—
~-dihydroindazol-2-yllacetamid;
2—[5—methoxy-3—oxo—l~(toluen—4-sulfonyl)—1,3—dihydroindazol~
—2—yl]—N—(4—methoxyfenyl)acetamid;
2~(2,6—dichlorbenzoyl)—S—nitro—l—(toluen—4—sulfonyl)—1,2—
dihydroindazol-3-on; '
1-(3,4—dichlorbenzyl)—2—(2-hydroxy—s—nitrobenzyl)—5-
-methylthio-1,2-dihydroindazol-3-on;
2-(2-hydroxy—5—nitrobenzyl)—5-methoxy—1—(3—nitrobenzyl)—
-1,2-dihydroindazol-3-on;
(2-fluorfenyl)amid kyseliny 5-methoxy-1- (3-nitrobenzyl) -
-3-0x0-1,3-dihydroindazol-2-karboxylové;
(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 5-methoxy-1- (3-nitrobenzyl) -
-3-0x0-1, 3-dihydroindazol-2-karboxyloveé;
(2-fluor-6-trifluormethylfenyl)amid kyseliny 5-methoxy-1-
—(3—nitrobenzyl)—3—oxo-1,3—dihydroindazol-z~karboxylové;
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Methyl—3—[2—(2—fluorfenylkarbamoy1)—5-methooxy—3—oxo—2,3-
-dihydroindazol-1-ylmethyl]benzoat;

(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 1- (4-fluorbenzyl) -5-
—methoxy—3—oxo—1,3—dihydroindazol—2-karboxylové;

4—nitrobenzyl)—1—(4-f1uorbenzyl)—5—methoxy—3—oxo—1,3—
-dihydroindazol-2-karboxylat;

(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 1-(2,6-difluorbenzyl) -5-
—methoxy—B-oxo—l,3—dihydroindazol—2—karboxylové;

(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 1- (2-chlor-6-fluorbenzyl) -5-
—methoxy—3—oxo—1,3—dihydroindazol—2—karboxylové.

Sloudeniny jsou charakterizovany teplotou tédni, chromatografiil
na tenké vrstv®, elementédrni analyzou, NMR' spektroskopii, IR a
UV-VIS spektroskopii a volitelné hmotnostni spektrometrii.

Pre&ift&ni pomoci kapalinové chromatografie na koloné
pyi pripravé sloulenin p¥ikladu 1 a% 35 mohou byt jako

vedlejdi produkty tvo¥eny 1- a 3-0O-gubstituované 1H-indazoly

obecného vzorce V.

o-Y—FR’
RI—2 ‘
\N
N
X—g?
Vzorec V

Sloudeniny obecného vzorce I mohou byt obvykle separovany .od
sloudenin obecného vzorce V rekrystalizaci. Pokud je tento postup
nedostatedny, je nutné chromatografickd separace za nasledujicich
podminek: staciondrni faze: b&¥nd silikagelova féze, naptiklad Si
60 a¥ 100 A, velikost &astic 5 - 100 mM. Eluens:
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methylenchlorid/ethylacetat = 95/5 nebo methylenchlorid/methanol
= 95/5. Sloueniny obecného vzorce I jsou polérn&jsi neZ
sloudeniny obecného vzorce V takZe jsou slouleniny obecného
vzorce I za uvedenych chromatografickych podminek eluovény jako
prvni. Tento zpusob pretidté&ni je pouZitely pro vSechny p¥iklady
1 az 35.

P¥iklad 1: 2—(2-hydroxy—s—nitrobenzyl)—5—methoxy—1—(4—methoxy-
-benzensulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

O,N
0. 7
H,C”
N OH
N
O
o) Q

5,01 g (15 mmol) 5-methoxy-1H-indazol-3-yl-4-
-methoxybenzensulfonatu se rozpusti v 70 ml DMSO a po Castech
reaguje s 1,5 g (37,5 mmol) hydridu sodného (60%). PO miseni po
dobu 2 hodin se po kapkéch pfidad roztok 2,81 g (15 mmol)
2—hydroxy-s—nitrobenzylchloridu ve 25 ml DMSO a sm&s se misi p¥i
90-100 °C po dobu 3 hodin. PO ochlazeni se p¥idd 400 ml vody
a sm&s se misi po dobu 3 hodin a extrahuje se t¥ikrdt 400 ml
ethylacetatu. Kombinované organické féaze se promyji 100 ml vody,
sudi se ptes siran sodny a destiluji se do sucha ve vakuu
a zbytek se rekrystalizuje z ethanolu.
vyt&zek: 3,0 g (41,1% teoretického vytéZku)

t.t. 215-217 °C

L3C-NMR (DMSO-d_; 300 MHz): = 46,0 CH_N; 55,8 2xCH_O; 165,1
C=0.

Ir (KBr): v = 1669 cm™* C=0.
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Sloudeniny uvedené v tabulce 1 se ptipravi analogickymi
zplsoby .

Tabulka 1
O
R!
IN‘-RS
N
~5=0
e
0] }; .
Vzorec VI
R = CH O
P¥iklad R R’ yytéiek T.t. IR(KBr) BC-NMR
(3 teor.) (°c) [em]  (DMSO)
Cc=0 N-CH;
NO,
4-Toly! CHFQ 20 212215 1673 46,62
2 Y (2-PrOH)
HO
NO, _
3 4~trifluor- 67 99-103 1694 46.81
netoxyfenyl Cry _ (EtOH)
HO .
NO,
4~chlor- 66 212-216 1680 4533
fenyl CHz (MeCN) .
. HO
NO; .
5 4~fluor- 55 210-212 1690 46.54
fenyl CH; ' (EtOH)
HO
NO,
6 4-Acetyl- : 25 242-244 1672 46.50
amino fenyl CH; , (EtOH) 1713
HO
7 4-Tolyl CH;—@“ 12 151 1703 48.89

(MeOH)

8 4-chlor- CHr@“F 8 178 1704  49.81

fenyl ‘ {EtOH)
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1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

4-fluor- CH,—@-F
fenyl
“4-Tolyl CHFQ
F
4-fluor- CHz‘Q
fenyl F
O~CH,
4-Tolyl
el
O=~CF,

4-Tolyl m-@
2

4-Tolyl CH, \(_N )/@/ ci
\

[/

CH
CH;
4-Tolyl ->_©
o
F
4-Tolyl CH =\

(o]

F
3
4-Tolyl CH™ ; >
(o] F
Br
E
4-Methoxy- C”:"\O 7N,
fenyl —
Br
. o
4-Acetyl-  CHr—CH,
amino fenyl j\
0

N

ol}
4-Tolyl C‘Hr\_ N/_\N‘@
o/ ‘

28

65

16

10

18

52

58
18

10

14

15

14

167-169
(EtOH)

164-167
(2-PrOH)

154-153
(MeCN)

125-127
(MeCN)

110
(EtOH)

192-193
{MeCN)

137-139
{2-PrOH)

140-145
(EtOH)

151-183
(EtOH)

125-126
{2-PrOH)

76-81
(EtOH)

245-247
(MeCN)

157-162
(EtOH)

1704

1704

1703

1708

1690;
1716

1718

717

1711

1714

1704

49.36

471.77

49,86

47,14

46.22
41.20

45.99

46.86
4870 |

38.22; |
4475

4571,
47,78; |
52.78; |
55.77
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4592

Cl
22 d-chlor- CH™\ /™\ 11 166168 1704 4775 |
fenyl T\ ,N—@ (MeCN) 260
H
23 4ol '\O 5 221223 1885  42.2T;
’ oM ' (EtoH) 1718 50.24
o]
"
24 4Tolyl O~ 5 meas e s131
o oS ( ) ‘

p¥iklad 25: 2-(2,6-dichlorbenzoyl)-5-nitro-1-toluen-4-sulfonyl) -
-1,2-dihydroindazol-3-on

: Cl
0
O,N
(;rﬂ:@c.
N_©
O¢S=O

CH,
5,0 g (0,015 mol) (5-nitro-1H-indazol-3-yl) -toluen-4-
-gulfonatu se rozpusti v 50 ml pyridinu a smds se misi p¥i 80 °C

po dobu 30 minut s 3,77 g (0,018 mol) 2,6-dichlorbenzoylchloridu.

Po ochlazeni se smds smisi se 150 ml vody, reaguje s 5N HCl a
pevny materidl se odfiltruje za odséavani a promyje se vodou.
Surovy materidl se pfelisti preparativni HPLC za pouZiti
silikagelu Si 60 a methylenchloridu/ethylacetatu (99/1) jako

eluens.
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vyc&Zek: 2,4 g (32% teoretického vyt&zku)

t.t. 195-197 °C (EtOAc)

12C-NMR (DMSO-d_; 300 MHz) : = 20,27 CH_; 159,33 C=0; 162,87
C=0.

Ir (KBr): v = 1726 cm™* C=O.

P¥iklad 26: 1—(3,4—dichlorbenzyl)-2-(2—hydrpxy—5—nitrobenzyl)—
-methylthio-1,2-dihydroindazol-3-on, hydrat

ON

O

H:,C’S
N OH

/

N

Cl
Cl

3,6 g (11 mmol) 1-(3,4-dichlorbenzyl) -5-methylthio-1H-
_indazol-3-olu se rozpusti ve 100 ml DMSO a po tastech reaguje
s 0,34 9 (13,2 mmol) hydridu sodného (95%). PO miseni po dobu
2-hodin se po kapkéch p¥idd roztok 2,1 ¢ (11 mmol)
2-hydroxy-5- nitrobenzylchloridu ve 20 ml DMSO a smds se misi p¥i
60 °C po dobu 3 hodin. Po ochlazeni se po kapkéach p¥ida 200 ml
vody, sm&s se misi po dobu 4 hodin a pevny materidl se odfiltruje
za odsdvéani. SraZenina se extrahuje misenim s methanolem za
zah¥ivani a rekrystalizuje se z 2-propanolu.
vyt&¥ek: 1,0 g (18,5% teoretického vyté&iku)

t.t. 225 °C
12C-NMR (DMSO-d_; 300 MHz) : = 13,7 CH,S; 48,8 2xCH_N; 160,0
C=0.

IR(KBr): v = 1623 cm™* C=0.
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Sloudeniny uvedené v tabulce 2 se pfipravi analogicky, za
pouziti 5-methoxy-1-(3-nitrobenzyl)-1H-indazol-3-olu jako
vychoziho materidlu.

Tabulka 2
(0]
R'I
N-R’
N
kz
Vzorec VII
R* = CH_O
3
Priklad R R’ vyt&sek T.t. IR{KBr) BC.NMR
(% teor.) (°c) [em™) (DMSO)
c=0 N-CH,
NO, NO,
27 CH —@ CH; 61 232 1642 40.51;
: (MeCN)  53.44
HO

priklad 28: (2-fluorfenyl)amid kyseliny 5-methoxy-1-(3-
—nitrobenzyl)-3—oxo—1,3-dihydroindazol—z—karboxylové

0

§
H.C
3 /N—“Q

NO,
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1,8 g (0,013 mol) 2-fluorfenylisokyanatanu se pridd do roztoku
3,0 g (0,01 mol) S—methoxy—l—(3—nitrobenzyl)—lH—indazol—B—olu ve
100 ml tetrahydrofuranu a sm&s se zah¥ivé p¥i teplot& zp&tného
toku po dobu 4 hodin. Potom se zahusti na 20 ml a vznikla
srafenina se odfiltruje za odsévéani a rekrystalizuje se z
ethylacetatu.
vyt&¥ek: 1,1 g (25% teoretického vyté&zku)

t.t. 149-151 °C
+3C-NMR (DMSO-ds; 300 MHz): = 157,22 C=0; 165,15 C=0.
Ir (KBr): v = 1628; 1727 cm~t C=0.

Sloudeniny uvedené v tabulce 3 se ptipravi analogickym

postupem.
Tabulka 3
0
R R’
N—(
/
N (0]
R2
Vzorec VIII
R* = CH O
vz 2
p¥iklad R R? Vyt&zek T.t. IR(KBr) “C-NMR
(% teor.)  (°C) [em®}  (CDCh).
Cc=0 C=0
_ o ‘ ' :
NO,
29 o HN 31 170172 1684, 158.77:
; » (EtOAC) 1730  164.88
of
NQ, F,C |
30 CHz—Q HN 78 200-201 1693,  155.21;
(EtOH) 1732 163.16
Q.
(o]
31
e HN—Q 49 143154 1685, 156,65
(EtOH) 1721 164.95;
F 166.48
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27

65

50

€0

165
(MeCN)

156-158

‘ (MeCN)

168-171
(EtOAc)

151-153
(EtOH)

1695;
1736

1730b

1692,
1740

1687,
1737

156.43;
165.01.

157.05;
164.83

159.38,
168.14

158.79;
165.53

Pro stanoveni antiasthmatického, antialergického,

protizén&tlivého a/nebo imunomodula&niho pisobeni sloudenin podle
ptredkladaného vynédlezu byly provedeny pokusy in vitro a in vivo.

Sloueniny vzorce I podie predkladaného vynalezu se prekvapiveé
va¥{ na imunofiliny a inhibuji jejich peptidyl-prolyl
cig-izomerasovou (PPIasovou) aktivitu. Pro podatedni skrining (10

mmol/1)
testu.

Test pro stanoveni prptidyl-prolyl izomerasové (PPIasové)
aktivity a inhibice

se stanovila inhibice lidského cyklofilinu B v PPIasovém
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ZplUsob:

ppIlasova aktivita se testuje za pouZiti bé&Zného enzymatického
testu (G. Fisher, H. Bang, C. Mech, Biomed. Biochim. Acta 43:
1101-1111; G. Fisher, H. Bang, A. Schellenberger, Biochim.

Biophys. Acta 791, (1984), 87-97; D.H. Rich et al., J. Med. Chem.

38: 4164-4170, (1995).

Sloudeniny vzorce I podle p¥edklédaného vynalezu jsou
pre-inkubovany p¥i 4 °C b&hem 15 minut s 10 nmol Cyp B. Enzymova
reakce je spudtdna po pridéni testovaciho peptidu
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-Nan po p¥iddni chymotrypsinu a HEPES pufru.
Dotom Se zaznamendvad a hodnoti zm&na extinkce pZ¥i 390 nm.
Fotometricky detekované zmé&ny extinkce jsou zpisobeny dvéma
pod-reakcemi: (a) rychlym Zté&penim trans-peptidu chymotrypsinem;
(b) neenzymatickou cis-trans izomerizaci, kterd je katalyzovéna
cyklofiliny. PF¥islu&né PPIasové aktivity sloulenin obecného
vzorce I podle predklédaného vyndlezu jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4

P¥iklad Inhibice PPIasové
aktivity v (%) p¥i 10 uM

70
50
93
90
67
98

UL WP

Inhibice eosinofilie pozdni féze 24 hodin po inhalaci ovalbuminu
u aktivn& senzibilizovanych morlat
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Zpusob:

Inhibice plicni infiltrace eosinofily pomoci testovanych
substanci byla testovdna v testu in vivo na samcich
Dunkin-Hartley mordat (200-250 g) senzibilizovan?ch proti
ovalbuminu. Senzibilizace byla provedena dvéma
intraperitonedlnimi injekcemi suspenze 20 ug OVA spolu s 20 mg
hydroxidu hlinitého jako adjuvans v 0,5 ml fyziologickéhoo
salinického roztoku na zvite, které byly podany ve dvou
ndsledujicich dnech. 14 dn@i po druhé injekci byl zvitatim podan
mepyraminmaleat (10 mg/kg i.p.) pro prevenci Gmrti na anafylaxi.
0 30 minut pozd&ji byla zvifata vystavena na 30 sekund
v plastovém boxu aerosolu obsahujicim OVA (0,5 mg/ml), ktery byl
ptipraven v nebulizalnim zarizeni za pouziti stladeného vzduchu
(19,6 kPa) (expozice alergenem). 24 hodin po aplikaci
byla zvifata utracena nadmérnou davkou ethylurethanu (1,5 g/kg
t&lesné hmotnosti i.p.) a byla provedena bronchoalveoldrni lavaz
(BAL) za pouZiti 2 x 5 ml fyziologického salinického roztoku.
Odebrala se BAL kapalina, odst¥edila se pfi 300 rpm po dobu 10
minut a bund¥nd peleta se resuspendovala v 1 ml fyziologického
salinického roztoku. Eosinofily se barvily za pouZiti testovaciho
kitu do Becton-Dickinson (&. 5877) pro barveni eosinofiltd a
po&italy se v Neubauerové komirce. 2 kontrolni skupiny
(nebulizace fyziologickym salinickym roztokem a nebulizace
roztokem OVA) se pouZily v kazdém testu.

Procento inhibice eosinofilie v testované skupin& léCené
sloudeninami podle p¥edkladaného vynalezu se vypocitalo podle
nédsledujiciho vzorce:

(A -C) - (B -C)/(A-C) x 100 = % inhibice

Testované substance byly poddvany intraperitonedlné nebo




30

ordln& jako suspenze v 10% polyethylenglykolu 300 a 0,5%
5—hydroxyethchelulose, a aplikace byla provedena 2 hodiny pred
aplikaci alergenu. Kontrolni skupiny byly lé&eny vehikulem
odpovidajicim form& podani testované substance. Polet zvifat na
kontrolni a testované skupiny byl 3-10. V¢sledky jsou uvedeny Vv
tabulce 5:

Tabulka 5:
P¥.| Davka |Podani Eosinofily : Inhibice
(mg) milion/zvi¥e x % 8 (%)
A B C
1 2x30 i.p. 1,89+0,42| 0,51+0,25| 0,55+0,12 97
-2h/+4h

A = Eosinofily v kontrolni skupiné s aplikaci OVA a vehikula;
B = Eosinofily ve skupin& s aplikaci testované substance a OVA;
C = Eosinofily v kontrolni skuping& s aplikaci 0,9% NaCl a
vehikula;

x = pruam&rné hodnoty; s = standardni odchylka;

Sloudeniny podle p¥edklédaného vynalezu jsou proto vhodné pro
pripravu 1é&iv pro lécbu onemocnéni, kterd jsou spojena s
potladenim imunologickych d&jh.
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Patentowv~e naroky

1. Nové 1,2,5-trisubstituované 1, 2-dihydroindazol-3-ony obecného

wvzorce I
@)
R—Z
N—Y—R®
N
X“R’
vzoreé I

kde X, Y, Z, R*, R® a R® maji nasledujici vyznamy:

X maze byt -SO_-, -SO-, -(CH,)_-, -(CH) _-0-, -(CH,) -(C=0)-,

- (CH,) - (C=0) -NH-, - (CH,)_-CHOH-, -CHOH-(CH,)_-, -(CH,) ~CH=CH-,
-CH=CH- (CH_) -, kde p = 1...4;

Y miZe byt -(C=0)-, -(C=0)-NH-, -(C=0)-NH-(CH)) -,

- (C=0)- (CH,) -, -(CH)) -, -(CH))_-O-, -(CH,) _-(C=0)-,

- (CH,)_- (C=0) -NH-, - (CH_)_-(C=0)-NH-(CH_)_-, - (CH,) -CHOH-,
~CHOH- (CH,) -, -(CH,)_-CH=CH-, -CH=CH-(CH,)_-, kde p = I...4;

7 maZe byt -0-, -O—(CHz)p-, kde p = 1...4, -NH-, -NH (C=0) -,
_NH- (C=0) -NH-, -NH-(C=0)-0-, -NH-CH_-(C=0}- a -NH-(C=0)-CH_-;

R*, R® a R® mohou byt stejné nebo razné a maji nésledujici
v{znamy: mono-, bi- nebo tricyklické nasycené nebo mono- nebo
polynenasycené karbocykly obsahujici 5 aZ 14 atomi v kruhu,
konkrétn& fenyl, naftyl, anthranyl, fluorenyl; nebo mono-, bi-
nebo tricyklické nasycené nebo mono- nebo polynenasycené
heterocykly obsahujici 5 aZ 15 atomd v kruhu a 1 aZ 6
heteroatomt, kterymi jsou vyhodn& N, O a S, konkrétné trifenyl,
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pyridinyl, isoxazolyl, benzimidazolyl, benzo[1l,3]dioxolyl,
pyrimidinyl, chinolyl, chinazolinyl, morfolinyl, pyrrolidinyl,
pyrrolyl, benz[1l,2,4]oxadiazolyl, benzothiazolyl;

kde karbocykly a heterocykly mohou byt mono- nebo
polysubstituované skupinami vybranymi z ndsledujicich skupin:

-C,~Cgalkyl, —-0-C,-Cgalkyl, —-0-C4~-Cycykloalkyl, mono-, bi- nebo
tricyklické nasycené nebo mono- nebo polynenasycené karbocykly
obsahujici 3 aZ 14 atom v kruhu, mono-, bi- nebo tricyklické
nasycené nebo mono- nebo polynenasycené heterocykly majici 5 a2
15 atomd v kruhu a 1 aZ 6 heteroatomid, kterymi jsou vyhodné N,
0as, -F, -Cl, -Br, -I, -OH, -S8H, -NO,, -NHCl-CGalkyl,
-N(Cq~Cgalkyl),, -NHC,-C,,-aryl, ~N(C6—C14—aryl)2,
-N(C,-Cgalkyl)=-(Cgx=Cq,-aryl), -NHCOC, -Cgalkyl, -NHCOC,-C,,=-aryl,
~CONHC;-Cgalkyl, -CONHC~C,,-aryl, -CONHSO,C;-Cgalkyl,
~CONHSO,C,~-C, ,-aryl, -CN, —(CO)Cl—C6alkyl, —(CS)Cl—CGalkyl,
-COOH, —COOCl—C6alkyl, —O—C6—C14-aryl, —O-(CO)Cl—CGalkyl,
~0-(C0)Cg-Cq -aryl, benzyl, benzyloxy, -S-C,-Cgalkyl,
-8-Cg=Cq,-aryl, -CFj, —(CHz)p—COOH, kde p je 1 az 4,
-(CH2)p-COOC1—C6alkyl, kde p = 1 az 4, -80,-C,-Cgalkyl,
=S0,Cg~Cq y-aryl;

R1 muze byt dale H (ale ne tehdy, pokud X = CH,);
R3-2 mize byt ddle NO,;
s podminkou, Ze jsou vylouceny slouceniny obecného vzorce I,

pokud je Z -NH-(C=0)-, -NH-(C=0)=-NH~, ~NH-(C=0)-0-,
-NH—(C=O)-CH2-, a zaroven je r! fenyl, monosubstituovany nebo
polysubstituovany skupinami vybranymi z nasledujicich skupin:
~COOH, CO0C;-Cgalkyl, =(CH,),~COOH, kde p = 1 aZ 4,

—(CHz)p-COOCl—C6a1kyl, kde p = 1 aZ 4, -CONHC,-Cgalkyl,
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-CONHC_-C_ _-aryl, -CONHSO,C, -C_alkyl, -CONHSO.C_-C__-aryl,
1H-tetrazol-5-yl, potom nesmi byt R® fenyl, monosubstituovany
nebo polysubstituovany CN, halogenem, C_-C_alkylem, C_-C_alkyloxy

skupinou, CF_ ; &

pokud R®*-Z = NO_, tak nesmi mit R*-X a R®*-Y soulasné
nésledujici vyznamy:
R*-X
R*-Y

benzyl, 4-wmethoxybenzyl,

benzyl, pikolyl.

2. Sloueniny vzorce 1 vybrané z ndsledujici skupiny:

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (4-methoxy-
benzensulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (toluen-4-
-sulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (4-trifluomethoxy-
benzensulfonyl)-1,2-dihydroindazol-3-on;

2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-1- (4-chlor-
benzensulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;

1- (4-fluorbenzensulfonyl)-2- (2-hydroxy-5-nitro-benzyl) -5-
-methoxy-1,2-dihydroindazol-3-on;

N- (4- [2- (2-hydroxy-5-nitrobenzyl) -5-methoxy-3-0x0-2,3 -
-dihydroindazol-1-sulfonyl] fenyl)acetamid;

2- (4-fluorbenzyl) -5-methoxy-1- (toluen-4-sulfonyl)-1,2-
-dihydroindazol-3-on;

2—(4—fluqrbenzyl)—5—methoxy—1—(4—chlorbenzensulfonyl)—1,2—
-dihydroindazol-3-on;

1-(4-fluorbenzensulfonyl) -2- (4-fluorbenzyl) -5-methoxy-1, 2-
-dihydroindazol-3-on;

2—(2—fluorbenzyl)—5—methoxy—1—(toluen—4¥sulfonyl)-1,2—
-dihydroindazol-3-on;

1- (4-fluorbenzensulfonyl) -2- (2-fluorbenzyl) -5-methoxy-1,2-
-dihydroindazol-3-on;

2- (3-methoxybenzyl) -5-methoxy-1- (toluen-4-sulfonyl)-1,2-
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~dihydroindazol-3-on;
2—(3—trifluormethylbenzyl)-5-methoxy~1—(toluen-4—sulfonyl)-
-1,2-dihydroindazol-3-on;
2-[2-(4-chlorfenyl)thiazol-4-ylmethyl]-5-methoxy-1-(toluen-
-4-gulfonyl)-1,2-dihydroindazol-3-on;
5—methoxy—2—(3—fenylallyl)—l—(toluen-4—sulfonyl)-1,2-
-dihydroindazol-3-on;
5—methoxy-2—(3—oxo—3—feny1propyl)—1—(toluen-4-sulfonyl)—1,2-
-dihydroindazol-3-on;
2-[2—(2,6—difluorfenoxy)ethyl]~5—methoxy—l—(toluen—
-4-sulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;
2—[2—(2—brom—4,6—difluorfenoxy)ethyl]—S—methoxy—l-(toluen—
-4-gulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;
2—[2—(2—brom—4,6—difluorfenoxy)ethyl]—5—methoxy—l—(4—
methoxybenzensulfonyl)—1,2-dihydroindazol—3—on;
N—(4—{2-{2-(2,4-ioxo—1,4—dihydro—2H—chinazolin—3—yl)ethyl]—
—5—methoxy—3—oxo—2,3—dihydroindazol-1—sulfonyl}fenyl)acetamid;
2—{3—[4—(3—chlorfenyl)piperazin—l—yl]—propyl}—s-methoxy—l—
- (toluen-4-sulfonyl) -1, 2-dihydroindazol-3-on;
1—(4-chlorbenzensulfony1)~2—{3—[4—(3—chlorfenyl)piperazin—
—1-yl]—propyl}—S—methoxy—l—(toluen—4-sulfonyl)—1,2—
-dihydroindazol-3-on;
N—benzyl—z-[5—methoxy~3—oxo—1—(toluen—4—sulfonyl)—1,3—
-dihydroindazol-2-yllacetamid;
2—[S—methoxy—B—oxo—l—(toluen—4—sulfonyl)»1,3-dihydroindazol—
-2-y1] -N- (4-methoxyfenyl) acetamid;
2—(2,6—dichlorbenzoyl)—S-nitro—l—(toluen—4—sulfonyl)—1,2—
dihydroindazol-3-on;
1—(3,4-dichlorbenzyl)—2-(2—hydroxy—5—nitrobenzyl)—5-
—methylthio—l,2—dihydroindazol—3—on;
2—(2—hydroxy-s—nitrobenzyl)—5-methoxy—1—(3—nitrobenzyl)—
-1,2-dihydroindazol-3-on;
(2-fluorfenyl)amid kyseliny'5—methoxy—1—(3—nitrobenzyl)—
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-3-oxo—l,3-dihydroindazol—2—karboxylové;

(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 5-methoxy-1-(3-nitrobenzyl)-
-3-0ox0-1,3-dihydroindazol-2-karboxylové;

(2-fluor-6-trifluormethylfenyl)amid kyseliny 5-methoxy-1-
—(3—nitrobenzyl)—3—oxo—l,3—dihydroindazol—2—karboxylo?é;

Methyl-3—[2-(2-fluorfenylkarbamoyl)-54methooxy-3—oxo—2,3-
-dihydroindazol-1-ylmethyl ]benzoat;

(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 1-(4-fluorbenzyl)-5-
-methoxy-3-oxo-1,3-dihydroindazol-2-karboxyloveé;

4-nitrobenzyl)-1-(4~-fluorbenzyl)-5-methoxy-3-oxo-1,3-
-dihydroindazol-2-karboxylat;

(2,6~dichlorfenyl)amid kyseliny 1-(2,6~difluorbenzyl)-5-
-methoxy-3-oxo-1,3-dihydroindazol-2-karboxylové;

(2,6-dichlorfenyl)amid kyseliny 1-(2-chlor-6-fluorbenzyl)-5-
-methoxy-3-oxo-1,3-dihydroindazol-2-karboxylové.

3. Fyziologicky prijatelné soli novych slouCenin vzorce 1 podle
ndroki 1 nebo 2 vy znadc¢uijici se timnm, Ze jsou
pripraveny neutralizaci bazi anorganickymi nebo organickymi
kyselinami nebo neutralizaci kyselin anorganickymi nebo
organickymi bazemi nebo kvarternizaci tercidlnich amind za vzniku
kvarternich amoniovych soli.

4. Pouziti sloudenin vzorce 1 a jejich soli podle jakéhokoliv z
narokl 1 aZ 3 jako terapeuticky aktivnich sloucenin pro vyrobu

1ékd pro lécébu onemocnéni zprostfedkovanych PPIasou.

5. Pouziti sloucenin vzorce 1 a jejich soli podle jakéhokoliv z
naroki 1 aZ 3 jako terapeuticky aktivnich sloucenin pro vyrobu

1ékt pro lédbu onemocnéni spojenych s potladenim imunitnich déju.

6. Zpusob pripravy sloudenin vzorce I podle jakéhokoliv z naroku
t1aZ3vyznadujici se tim, 2e zahrnuje:
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(a) pro X = -SO_-, -SO-, reakci postupem podle schematu 1 tak, Ze
1H-indazol-3-yl sulfonaty II

o—X—FR'

NN

/

N
H

Vzorec II
reaguji za pritomnosti baze a pripadn& za ptitomnosti Fedidla, za
zisku sloudenin obecného vzorce III

X—g!
kde R*, R®, X a Z jsou stejné, jak byly definovany v nédroku 1, a
reakci 1H-indazol-3-yl sulfonatd II nebo 1-sulfonylindazoltd III,
pokud je to vhodné, tak za p¥itomnosti baze, zejména
hydridu sodného, a pokud je to vhodné, tak za pritomnosti
fedidla, zejména dimethylsulfoxidu, se sloudeninami obecného
vzorce

Hal-Y-R®, 0=C=N-(CH_)_-R*, [R®-(CH_)_-C=0]1.0, kde p = 0 aZ 5,

kde R*, R%, R®, X, Y a Z jsou stejné, jak byly

definovany v ndrcku 1 a Hal je atom halogenu vybrany ze skupiny
zahrnujici F, Cl, Br nebo I, za zisku sloudenin obecného vzorce
I, kde R*, R®*, R®, X, Y a Z jsou stejné, jak byly definovany

v nédroku 1;

(b) pro X

- (CH,) -, -(CH,)_-0-, -(CH,)_-(C=0)-,
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—(CHz)p-(C=O)-NH—, -(CHz)p-CHOH-, —CHOH—(CHz)P—, -(CHz)p—CH=CH-,
—CH=CH—(CH2)p—, kde p = 1-4, reakci postupem podle schematu 2,
p¥i které slouleniny obecného vzorce III reaguji, pokud je to
vhodné, tak za pritomnosti baze, zejména hydridu sodného,

a pokud je to vhodné, tak za pfitomnosti ¥edidla, zejména
tetrahydrofuranu nebo dimethylsulfoxidu, se sloueninami obecného

vzorce
Hal-Y-R®, O=C=N-(CH ) _-R*, [R®-(CH_))_-C=0]_0, kde p = 0 a% 5,

kde R*, RZ®, R®, X, Y a Z jsou stejné, jak byly definovany

v nédroku 1 a Hal je atom halogenu vybrany ze skupiny zahrnujici
F, Cl, Br nebo I, za zisku sloufenin obecného vzorce I, kde R*,
R2, R®, X, Y a 2 jsou stejné, jak byly definovany v néroku 1;
kde slouenina vzorce III miZe byt také p¥itomna v tautomerni

form& jako sloulenina vzorce IV

OH

podle schematu 3.

7. Farmaceuticky prostfedek vy znadujici se tim,

¥e obsahuje jako aktivni sloZku alespoii jednu slouleninu vzorce I
podle jaké&hokoliv z ndrokd 1 a% 3 a fyziologicky pfijatelné
noside a/nebo Yedidla nebo pomocnd ¢inidla.

8. Farmaceuticky prost¥edek vy zmnad¢ujici se tim,
Ye obsahuje jako aktivni sloZku alespoil jednu slouleninu vzorce I
podle jakéhokoliv z nédrokl 1 aZ 3 a vhodny nosié.
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9. Farmaceuticky prostfedek podle jakéhokoliv z naroka 1, 2, 3, 7
a8vyznaduijici se tim Ze jeve form& tablety,
potahované tablety, kapsle, aerosolu, pra$kového prost¥edku,
ndplasti, roztoku, ampule nebo Cipku.

10. Pousiti sloudenin vzorce I podle jaké&hokoliv z ndrokd 1 aZ 3
a/nebo farmaceuticky p¥ijatelnych soli podle narokd 7 a 8 jako
%inidel majicich antiasthmatické, antialergické, protizdnétlivé
a/nebo imunomodula®ni G&inky bud samostatné nebo ve vzajemné
kombinaci nebo v kombinaci s nosi&i.
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