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Ptedmétem fedeni jsou 2-ethyl-1H-imidazo[4,5-c]-
chinolin-4-aminy obecného vzorce I, kde Ry
ptedstavuje 2-methylpropylskupinu nebo 2-hydroxy-

- 2-methylpropylskupinu a jejich farmaceuticky vhod-
né adi¢ni soli s kyselinami. Déle jsou pfedmétem
fedeni protivirové farmaceutické ptipravky, které ob-
sahujf slou¢eninu obecného vzorce [ v mnoZstvi uéin-
ném pro inhibici a/nebo zabranéni postupu virové
choroby a farmaceuticky vhodny nosi¢. Ptedmétem
feSeni jsou { 2-ethyl-1H-imadozo{4,5-c]chinoliny a
jejich 5-N-oxidy, jakoZto meziprodukty pro vyrobu
sloudenin obecného vzorce I, jejichZ struktura odpo-
vid4 obecnym vzorciim II a III. Slou¢eniny obecného
vzorce [ vykazujf protivirovou a¢innost.
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2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]|chinolin-4-aminy jako takové a pro lécbu, protivirové
farmaceutické pfipravky na jejich bazi a meziprodukty pro jejich vyrobu

Oblast techniky

Vynalez se tykd |H-imidazo[4,5-c]chinolinovych sloudenin. Zejména se vynalez tyka 1H-
imidazo[4,5-c]-chinolin-4-amind, meziprodukti pro jejich pfipravu, farmaceutickych ptipravki
na bazi téchto sloucenin a farmakologickych zpisobu jejich pouziti. Vynalez se také tyka
zpusobu indukce biosyntézy faktoru nekrdzy nadort.

Dosavadni stav techniky

Prvni spolehliva zprava o |H-imidazo[4,5-c]-chinolinovém kruhovém systému, Backman et al.,
J. Org. Chem., 15, 1278 az 1284 (1950), popisuje syntézu 1-(6- methoxy-8-chinolinyl)-2-methyl-
1H-imidazo[4,5-c]chinolinu a jeho mozné pouziti jako antimalarického &inidla. Pozdé&ji byly
oznameny syntézy riizné substituovanych 1H-imidazo-[4,5-c]chinolind. Tak naptiklad Jain et al.,
J. Med. Chem. 11, str. 87 az 92 (1968), syntetizovali 1-[2-(4-piperidyl)- ethyl]-1H-imidazo[4,5-
cchinolin, jakozto potencialni antikonvulsivni a kardiovaskularni ¢inidlo. Také Baranov et al.,
Chem. Abs.. 85, 94362 (1976), oznamili syntézu nékolik 2-oxoimidazo[4,5-c]chinolind a
Berenyi et al., J. Hetero- cyclyc Chem. 18, 1537 az 1540 (1981) rovnéz oznamili syntézu
uritych 2-oxoimidazo[4,5-c]chinolint.

Urcité protivirové a€inné 1H-imidazo[4,5-c]- chinolin-4-aminy jsou popsany v US patentu
€. 4 689 338 (Gerster). Tyto slou€eniny jsou substituovany v poloze 1 alkylskupinou, hydroxy-
alkylskupinou, acyloxyalkylskupinou, benzylskupinou, fenylethylskupinou nebo substituovanou
fenylethylskupinou a v poloze 2 vodikem, alkylskupinou, benzylskupinou nebo substituovanou
benzylskupinou, fenylethylskupinou nebo fenylskupinou. Je diale zndmo, Ze tyto slouceniny
indukuji biosyntézu interferonu. Jiné protivirové 1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-aminy, které jsou
substituovény v poloze | alkenylovymi substituenty, jsou popsany v US patentu &. 4 929 624
(Gerster).

V US patentu ¢. 4 698 348 (Gerster) jsou popsany lH-imidazo[4,5-c]chinoliny, které jsou
a¢innymi bronchodilatanty, jako jsou 4-substituované-1 H-imidazo(4,5-c]-chinoliny, v nichz je 4-
substituentem mj. vodik, chlor, alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina a 2-substituentem
mj. hydroxyalkyliskupina, aminoalkylskupina nebo alkanamidoalkylskupina. Tento patent rovnéz
uvadi 3-amino- a 3-nitrochinolinové meziprodukty substituované v poloze 4 hydroxyalkylamino-
skupinou nebo cyklohexylmethylaminoskupinou a |H-imidazo[4,5¢]chino-lin-N-oxidové
meziprodukty, substituované v poloze 2 mj. hydroxyalkylskupinou, aminoalkyl-skupinou nebo
alkanamidoalkylskupinou.

Faktor nekrozy nadori (TNF) je endogenni glykoprotein, ktery ma schopnost selektivné nigit
nadorové buriky. Z toho divodu je na TNF, jakozto terapeutické &inidlo vhodné pro lé¢bu
rakoviny, upfen znaény zajem.

Biosyntézu faktoru nekrézy nddord vyvolavaji imunomodulatory, jako je interleukin-2 a
katabolické enzymy, jako jsou napiiklad latky zvefejnéné v Evropské patentové piihlasce
publikované pod ¢. 0 421 023 A (Ransberger et al.).

Podstata vvnalezu

Ptedmétem vynalezu jsou 2-ethyl-1H-imidazo[4,5-c]-chinolin-4-aminy obecného vzorce [
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R| pfedstavuje 2-methylpropylskupinu nebo 2-hydroxy- 2-methylpropylskupinu.

Pfedmétem vynélezu jsou také meziprodukty pro vyrobu vyse uvedenych slougenin, obecného
vzorce II
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Pfedmétem vynalezu jsou dile také meziprodukty pro vyrobu vyse uvedenych slougenin,
obecného vzorce II1
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kde R} ma vyse uvedeny vyznam.

Slou€eniny podle vyndlezu je moZno vyrabét zpisoby, které jsou uvedeny v piikladech
provedeni.

Slou€eniny obecného vzorce [ je mozno pouzivat ve formé volné baze nebo ve formé
farmaceuticky vhodné adiéni soli s kyselinou, jako je hydrochlorid, dihydrogensulfat,
trihydrogenfosfat, hydrogennitrat, methansulfonat nebo stil s jinou farmaceuticky vhodnou
kyselinou. Farmaceuticky vhodné adicni soli s kyselinami sloudenin obecného vzorce I je
moZno pfipravovat reakci téchto sloucenin s ekvimolarnim mnozstvim pomémé silné kyseliny,
pfednostné anorganické kyseliny, jako je kyselina chlorovodikova, kyselina sirova nebo
kyselina fosfore¢na nebo organické kyseliny, jako je kyselina methansulfonova, v polarnim
rozpoustédle. Izolace soli se usnadni pfidavkem rozpoustédla, jako je naptiklad diethylether, v
némz je sul nerozpustna.
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Sloucenin obecného vzorce I je mozno pouzivat pro dosazeni zadouciho farmakologického
acinku tak, Ze se podavaji pacientovi v podobé vhodnych farmaceutickych ptipravki. Vhodné
farmaceutické piipravky obsahuji z farmaceutického hlediska pfijatelné nosiCe a terapeuticky
uCinné mnoZstvi sloueniny obecného vzorce I. MnoZstvi nebo koncentrace sloudeniny
obecného vzorce I, které predstavuje terapeuticky i¢inné mnozstvi, bude pfirozené ziviset na
konkrétné pozadovaném farmakologickém aéinku, zpisobu podavani a konkrétnim piipravku,
kterého se pouziva. Vhodné terapeuticky i¢inné mnozstvi mizZe urgit odbornik v tomto oboru.

Farmaceutické ptipravky podle vynilezu .zahrnuji  pfipravky pkizpiisobené pro oralni,
parenteralni (subkutanni, intramuskuldrni, intraperitonealni a intravenosni), bukalni, rektalni
nebo transdermalni poddvani nebo pro inhalaéni podavani.

Farmaceutické pfipravky pro ordlni podavani mohou mit podobu tablet, kapsli, suspenzi,
roztokd nebo emulzi. Tablety mohou obsahovat farmaceuticky vhodné excipienty, jako jsou
fedidla, pojiva, lubrikanty, disintegraéni &inidla, ochucovadla, barviva apod. Kapalné piipravky
Je mozno vyrabét obvyklymi zplsoby za pouziti farmaceuticky vhodnych excipientt, jako jsou
suspenzni Cinidla, emulgdtory, vehikula, konzerva¢ni ¢inidla, barvici ptisady, sladidla- apod.
Pripravky pro oralni podavani mohou byt zpracovany na takovou formu, Ze se s nimi dosahuje
regulova- ného uvolovani a¢inné sloudeniny. Pfitom se pouziva vhodnych, z farmaceutického
hlediska pfijatelnych polymeru.

Farmaceutické pfipravky pro parenteralni podavani mohou mit podobu roztoki, suspenzi nebo
emulzi ve vodnych nebo olejovych vehikulech a mohou obsahovat farmaceuticky vhodné
excipienty, jako jsou pufry, latky upravyjici tonicitu, suspenzni ¢inidla, emulgatory apod.

Farmaceutické ptipravky pro bukilni poddvani mohou mit podobu tablet nebo pastilek.
Alternativné je mozno u¢innou sloudeninu zapracovat do transmukosalniho davkovaciho
prostredku. Transmukosalni davkovaci prostfedek muiZze obsahovat podkladovou vrstvu a matrici
obsahujici u¢innou pfisadu, bukalni lepidlo a poptipadé latku zvy3ujici penetraci.

Farmaceutické pfipravky pro rektdlni podavani mohou mit podobu &ipki, které se vyrabéji
smisenim G¢inné slouceniny s obvyklymi zakladovymi hmotami pro &ipky.

Farmaceutické pfipravky pro transdermélni podavani mohou mit podobu krémi nebo lotionti
obsahujicich farmaceuticky vhodné excipienty, jako jsou mastové zéklady, oleje, konzervaéni
Cinidla, emulgatory, latky zvySujici penetraci, apod. Alternativné lze G¢innou slouceninu
zapracovat do transdermélniho ddvkovaciho prostfedku. Transdermalni davkovaci prostfedek
mize mit podobu obvazu zahrnujiciho podkladovou vrstvu, zasobnik G¢inné slouceniny,
popfipadé s jinymi excipienty, pfipadnou membranu pro regulaci rychlosti uvolfiovani a¢inné
slouceniny a prostfedek pro upevnéni davkovaciho prostiedku na kiZi. Alternativné mize
transdermalni davkovaci prostfedek zahrmovat podkladovou vrstvu s adhesivni matrici
obsahujici i¢innou slouceninu a popfipadé jeden nebo vice excipienti.

Farmaceutické ptipravky pro inhalaéni podavani mohou mit podobu roztokd, suspenzi nebo
praskd, které je mozno pacientovi dodavat prostiednictvim tlakového aerosolo- vého zasobniku
nebo rozprasovace.

Slouceniny obecného vzorce [ vykazuji protivirovou G€innost u savci. Proto jich lze pouZivat
pro potlaovani virovych infekci. Tak napfiklad, slou¢eniny obecného vzorce [ je mozno
pouzivat jako ¢inidla pro potlacovani infekci, které jsou u savcill vyvolany virem Herpes simplex
typu II. Slouceniny obecného vzorce [ mohou také slouzit pro léébu herpetickych infekci za
pouziti oralniho, topického nebo intraperitonealniho podavani.

SlouCeniny obecného vzorce 1 byly podrobeny zkouSeni a zjistilo se, Ze indukuji biosyntézu
interferonu v humannich burikach. Pouzité zkusebni metody a dosaZené vysledky jsou uvedeny
dale. Tyto vysledky ukazuji, ze by slouCeniny podle vynalezu mohly byt uzite¢né i pii 1écbé
jinych chorob, jako je rheumatoidni arthritis, bradavice, ekzémy, Hepatitis B., psoriasis,
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sclerosis multiplex, esencialni thrombocythaemie, rakovina, jako Jje bazaliom nebo jiné
neoplastické choroby.

ZkuSebnimi metodami, které jsou uvedeny dile, bylo potvrzeno, ze slouc¢eniny obecného vzorce
I indukuji biosyntézu faktoru nekrozy nadorti (TNF) v humaénnich buiikach. Kromé toho,
slou€eniny obecného vzorce [ indukuji tuto biosyntézu TNF pfi podavani v niZSich davkach nez
strukturné  pfibuzné slouceniny znamé z dosavadniho stavu techniky. Slouceniny obecného
vzorce [ jsou tedy potencialné uziteéné jako terapeuticka €inidla pro 1éEbu rakoviny, ktera Ize
napfiklad podavat lokalné (naptiklad topicky, rektalné nebo vaginalné) nebo ve formé aerosold.

Vynalez je blize objasnén v nasledujicich pfikladech, v nichz jsou uvedeny pouzité latky, jejich
mnozstvi, stejné tak jako podminky a dal3i podrobnosti. Tyto pfiklady maji vyhradné ilustrativni
charakter a rozsah vynalezu v zadném ohledu neomezuji.

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1
2-Ethyl-1-(2-methylpropyl)-1 H-imidazo[4,5-c]chinolin

16,55 g (0,077 mol) N4-(2-methylpropyl)-3,4-chinolindiaminu (viz US patent &. 4 689 338,
priklad 16) se suspenduje v 100 ml kyseliny propionové a smés se asi 20 hodin zahfiva na
120 ©C. Potom se reakéni smés ochladi na teplotu mistnosti, nalije do 300 ml vody, smés se
zalka- lizuje koncentrovanym hydroxidem amonnym, ochladi v ledové lazni a extrahuje
diethyletherem. Objem etherového extraktu se zredukuje za sniZeného tlaku. Vysledna srazenina
se oddeli, promyje etherem a vysusi. Ziska se 11 g krystalické pevné latky o teploté& tani 72 az
73,5 °C. :

Analyza pro C;gH gN3
vypocteno: C 75,8, H 7,6, N 16,6
nalezeno: C 75,6, H 7,7, N 16,5 %.

Ptiklad 2
2-Ethyl-1-(2-methylpropyl)-1 H-imidazo(4,5-c]chinolin-5-N-oxid

9,92 ml peroxooctové kyseliny se piida k roztoku 10,65 g (0,042 moi) 2-ethyl-1-(2-methyl-
propyl)-1H-imidazo[4,5-c]chinolinu v 100 ml ethylacetitu. Smés se asi 2 hodiny vafi pod
zpétnym chladi¢em a potom se ochladi na teplotu mistnosti. SraZenina se oddéli, promyje
ethylacetitem a vysusi. Ziskaji se 4 g Zluté pevné latky o teploté tani 177 az 180 °C. Této latky
se pouZije bez Cisténi v daldim stupni.

Ptiklad 3
2-Ethyl-1-(2-methylpropyl)-1 H-imidazo-{4,5-c]chinolin-4-amin

3,7 g (0,014 mol) 2-ethyl-1-(2-methylpropyl)—1H-imidazo-[4,5-c]chinolin—S—N-oxidu se
suspenduje v 35 ml methylenchloridu, suspenze se ochladi v ledové lazni a potom se k ni prida
45 ml vychlazeného hydroxidu amonného. Vznikla dvoufizova smés se intenzivné micha za
chlazeni ledem a zaroven se k ni pomalu pridava roztok 2,87 g (0,015 mol) tosylchloridu ve
30 ml methylenchloridu. Potom se necha reakéni smés za michani pomalu ohfat na teplotu
mistnosti. Methylenchlorid se odpafi a tak se ziska oranzova pevna latka, ktera se oddéli,
promyje vodou a usu$i na vzduchu. Tato pevna latka se piekrystaluje z methylenchloridu
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obsahujiciho stopové mnozstvi methanolu. Ziska se 2,7 g bilé pevné latky o teploté tani 233 a2
234 °C.

Analyza pro C1gHygN4 vypocteno: C 71,6, H 7,5, N 20,9
nalezeno: C 71,3, H7,3, N 20,6 %.

Priklad 4
a,a-Dimethyl-2-ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-1-ethanol

Smés obsahujici 15,4 g (0,067 mol) 1-[(3-amino- 4-chinolinyl)amino]-2-methyl-2-propanolu (viz
US patent <. 4 689 338, piiklad 189) a 14,5 ml (0,07 mol) triethylorthopropionatu se po dobu asi

2 hodiny zahfiva na asi 165 ©C. Vznikla pevna latka se suspenduje ve smési ethylacetitu a
etheru, oddéli a vysusi. Tak se ziska 15,2 g pevné latky. Této latky se pouzije v dal$im stupni
bez predbézného ¢isténi.

Ptiklad 5
2-Ethyl-1-(2-hydroxy-2-methylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]-chinolin-5-N-oxid

Zpusobem, ktery je obecné popsan v piikladu 2, se 15,2 g a,a-dimethyl-2-ethyl-1H-imidazo[4,5-
c]chinolin-1-ethanolu oxiduje, za vzniku 15,2 g surového N-oxidu. Vzorek ziskané latky se
rozpusti ve vodé a potom vysrazi pfidavkem hydroxidu sodného. Srazenina se oddéli a vysusi.

Ziskana pevna latka ma teplotu tini 245 az 250 OC.
Analyza pro C|gH{9N307.0,5H70 vypocteno: C 65,3, H 6,8, N 14,3
nalezeno: C 65,2, H 6,4, N 14,0 %.

Ptiklad 6
4-Amino-a,a-dimethyl-2-ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-1-ethanol

Zpisobem, ktery je obecné popsan v pfikladu 3, se 14,3 g (0,05 mol) 2-ethyl-1-(2-hydroxy-2-
methylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]-chinolin-5-N-oxidu aminuje, za vzniku 8,2 g surového
produktu. Tato latka se prekrystaluje z 60 m! ethanolu a tak se ziska 6,4 g pevné latky o teploté
tani 222 az 225 °C.

- Analyza pro C1gHpgN4O vypocéteno: C 67,6, H 7,1, N 19,7

nalezeno: C 67,6, H 7,1, N 19,7 %.

Srovnavaci piiklad Cl1

4-Amino-a,a,2-trimethyl- | H-imidazo[4,5-c]chinolin-1-ethanol

Smés obsahujici 1,5 g (0,0056 mol) 1-[(3-amino-2-chlor-4-chinolinyl)amino]-2-methyl-2-
propanolu (viz US patent &. 4 988 815, piiklad 13), 1,4 g (0,0085 mol) triethylorthoacetatu a
4 ml xylenové smési se 6 hodin zahfiva na 135 az 140 OC. Roztok se odpafi a tak se ziska
bézovy olej obsahujici 4-chlor-a,c,2-trimethyl-1H-imidazo[4,5-c]-chinolin-1-ethanol, kterého se
bez dal3iho ¢isténi pouzije na nasledujici reakei.

K této surové latce se prida 15 ml 15% methanolického amoniaku a smés se v ocelovém
autoklavu (typu bomby) zahtiva 7 hodin na asi 150 OC. Reaké&ni smés se z &asti odpafi a potom
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zfedi malym mnozstvim vody. Vysledna srazenina se oddé&li, postupné promyje methanolem,
vodou a potom znovu methanolem a vysusi. Ziska se 900 mg surového produktu. Tento surovy
produkt se pfekrystaluje ze smési methanolu a methylenchloridu a tak se ziska 500 mg

bezbarvych krystali o teploté tani 290 az 293 ©C.
Analyza pro C5H|gN4O vypoéteno: C 66,6, H 6,7, N 20,7

nalezeno: C 66,6, H 6,7, N 20,6 %.

Srovnévaci ptiklad C2
2-Methyl-1-(2-methylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-amin

Tato sloucenina se pfipravi zndmymi zpisoby, viz napfiklad US patent &. 4 689 338, priklad
113. '

Srovnavaci piiklad C3
1-(2-methylpropyl)-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-amin

Tato slou¢enina se pfipravi znimymi zpuisoby, viz naptiklad US patent &. 4 689 338, piiklad 99
nebo US patent ¢&. 4 988 815, priklad 10.

Srovnavaci piiklad C4
4-Amino-a,a-dimethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-1-ethanol

Tato slouCenina se pfipravi zndmymi zpusoby, viz napfiklad US patent ¢. 4 689 338, priklad
189.

2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-aminy podle tohoto vynalezu a srovnavaci slougeniny byly
zkouseny dale uvedenymi metodami.

Indukce tvorby faktoru nekrézy nadort (o) v humannich buiikich

Tato zkuSebni metoda predstavuje stanoveni indukce faktoru nekrézy nadort (o) v humannich
mononukledrich burikdch, pfitomnych v kultufe. Mé&feni aktivity je zaloZzeno na stanoveni
humanniho faktoru nekrézy nadorti (a), ktery je vylouéen do kultivaéniho media. Stanoveni
humaénniho faktoru nekrézy nadoru (@) se provadi radioimunoesejem.

Krvinkovy piipravek pro kultivaci

Venipunkturou se odebere vzorek lplné krve do EDTA upravenych trubek "(K3) vacutainer".

Periferni krevni mononukleamni buiiky (PBM) se ziskaji v separaénich trubkiach LeucoPREP®
Brand Cell Separation Tubes (vyrobek firmy Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ,
USA) a kultivuji se v médiu RPMI 1640 (vyrobek firmy GIBCO, Grand Island, NY, USA),
dopinéném 25mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina) a L-
glutaminem s pfisadou % penicilin-streptomycinového roztoku a 10 % autologniho séra
(inaktivovaného teplem 30 minut pfi 56. Do 96°C) jamek s plochym dnem desek pro tkafové
kultury MicroTest® [

(vyrobek firmy Falcon Plastics, Oxnard, CA, USA) se pfida vzdy 200 pl PBM v médiu.
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Vyroba piipravkil na bazi slouéenin podle vynalezu

ZkouSené slouceniny se rozpusti ve vodg, ethanolu nebo dimethylsulfoxidu a vzniklé roztoky se
zfedi destilovanou vodou, 0,01N roztokem hydroxidu sodného nebo 0,01N roztokem kyseliny
chlorovodikové (volba rozpoustédla zavisi na chemickych vlastnostech zkou$ené sloudeniny).
Kone¢na koncentrace ethanolu nebo dimethylsulfoxidu, pokud se ho pouziva, prednostné
neprekracuje 1 %. Slouceniny se nejprve zkouseji v koncentraénim rozmezi od asi 0,5 do asi
5 pg/ml. Slou€eniny, které vykazuji indukci pfi koncentraci 0,5 pg/ml se potom znovu zkouseji
v koncentranim rozmezi 0,01 az 0,5 pg/ml.

Inkubace

Roztok zkousené slouceniny se pfida k ptedem uréenému objemu (objem je niz$i nebo rovny
50 pl), umisténému v jamkach obsahujicich 200 ul PBM v médiu. Do kontrolnich jamek (tj.
jamek, které neobsahuji zadnou zkousenou slouceninu) se pfida rozpoustédlo a/nebo médium.
Tyto latky se také pridavaji podle potfeby do zkuebnich jamek, za (éelem nastaveni koncového
objemu v kazd¢ jamce na 250 pl. Desky se zakryji plastovymi vicky a obsah jednotlivych jamek
se promichd jemnym vifenim. Inkubace probiha 18 hodin pii teploté 37 °C v atmosfére
obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého.

Separace

Po inkubaci se desky zakryji folii PARAFILM™ a odstted’uji se 15 minut pfi frekvenci otaceni
1000 min" a 4 °C v odstfedivce Damon IEC Model CRU-5000. Ze 4 az 8 jamek se odstrani
médium (asi 175 pl), spoji se a umisti ve 2mi sterilnich lahvickach pro zmrazovani. Vzorky se
uchovavaji az do provadéni analyzy p¥i - 70 ©C.

Analyza faktoru nekrézy nadori (o) a pocetni zpracovani vysledkd

Faktor nekrézy nadori (o) se stanovuje za pouZiti enzymového imunoeseje za pouziti soupravy
dodavané firmou Biosource International, California, USA. Vysledky jsou vyjadfeny v
Jednotkach pg/ml na zdkladé standardni kfivky, sestrojené pro kazdé stanoveni. Liposacharid,
znama latka indukujici faktor nekrézy nadord (o), je zahrnuta v kazdém stanoveni a pouZiva se
ho pro srovnani odpovédi u kazdé kultury a pfi kazdém stanoveni. Liposacharid se zkousi pfi
této metodé pii koncentraci v rozmezi od 0,01 do 5 pg/ml a obvykle poskytuje odpovéd’ 1000 az
3000 pg/ml.

Vysledky

Slouceniny podle vyndlezu a srovnavaci slouceniny se zkouseji paralelné ve dvou separatnich
stanovenich. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1 a 2. Krev pouzita ke zkou$eni sumarizovanému
v tabulce 1 pochdzi od jiného darce nez krev pouzita ke zkouseni sumarizovanému v tabulce 2.
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Tabulka 1

Indukce tvorby faktoru nekrézy nadort () v humannich buiikach

TNF(o)[pg/ml]
Sloucenina z p¥ikladu Koncentrace divky (ug/ml) Rozpustédlo
0,5 1,0 5,0

3 1109 1519 1274 DMSO

6 950 1938 3740 DMSO
Cl 438 653 2186 DMSO
C2 617 849 1203 DMSO
C3 235 302 380 voda
C4 671 295 607 voda
LPS 2580 2681 2648 voda

kontrolni 90

Tabulka 2

Indukce tvorby faktoru nekrézy nadorti (o) v humannich bufikach

TNF(o)[pg/mi]
Sloucenina z prikladu Koncentrace diavky (ug/ml) Rozpustédlo
0,01 0, 05 0,1 0,5

3 19 126 408 1742 DMSO

6 26 94 262 1554 DMSO
Cl 17 48 43 613 DMSO
C2 35 44 46 1076 DMSO
C3 15 51 39 53 voda
C4 25 32 37 39 voda
LPS 1620 1840 1812 1799 voda

kontrolni 42

Vysledky uvedené v tabulkach | a 2 ukazuji, Ze slouceniny z pikladd 3 a 6 indukuji biosyntézu
TNF v humaénnich buiikach pfi podani v nizsi davkové koncentraci nez strukturné podobné
slou¢eniny zndmé z dosavadniho stavu techniky.
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Indukce biosyntézy interferonu (o) v humannich buiikach

Pro stanoveni indukce tvorby interferonu (a) sloudeninami podle tohoto vynalezu se pouziva in
vitro systému humannich krvinek. Uginnost sloudenin se méfi na zakladé méfeni mnoZstvi
interferonu vylouéeného do kultiva¢niho média. MnoZstvi interferonu se uréuje biologickym
stanovenim (bioesej).

Krvinkovy piipravek pro kultivaci

Uplna krev se odebere venipunkturou do zkumavek EDTA vacutainer. Periferni krevni

mononuklearni buiiky (PBM) se ziskaji pomoci separaénich trubic pro buiiky LeucoPREP(R)
Brand Cell Separation Tubes (od firmy Becton Dickinson) a kultivuji se v médiu RPMI 1640
(od firmy GIBCO, Grand Island, NY, USA) s obsahem 25mM HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-
piperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina] a L-glutaminu (pfidavd se 1% penicilin-streptomy-
cinovy roztok), k némuz se prida 10 % autologniho séra (tepelné inaktivovaného 30 minut pfi
56 9C). Do 96 jamek s plochym dnem kultwacmch desek pro kultivaci tkani MicroTest(R)II se
pfida vzdy 200 pl davka PBM v médiu.

Vyroba ptipravki na bazi sloucenin podle vynalezu

Slougeniny se rozpusti ve vodé, ethanolu nebo dimethylsulfoxidu a potom se zfedi destilovanou
vodou, 0,01N hydroxidem sodnym nebo 0,0IN kyselinou chloro- vodikovou. (Volba
rozpoustédla bude zaviset na chemickych vlastnostech zkouSené slouceniny. Slouceniny se
nejprve zkouseji v koncentradnim rozmezi od asi 0,1 do asi 5 pg/ml. Slouceniny, které vykazuji

indukci pfi koncentraci 0,5 pg/ml se potom mmovu zkouseji v koncentracnim rozmezi 0,01 az
0,5 pg/ml.

Inkubace

Roztok zkousené sloudeniny se pfida (v objemu niz$im nebo rovném 50 ul) do jamek
obsahujicich 200 ul PBM v médiu. Do kontrolnich jamek (tj. do jamek, do kterych se nepfidava
zkousena slouéenina) se pfida rozpoustédlo a/nebo médium podle potfeby, aby se vysledny
objem v kazdé jamce upravil na 250 pl. Desky se zakryji plastovymi vi€ky, promichaji se jemné
vifenim a potom se inkubuji po dobu 24 hodin pfi 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % oxidu
uhli¢itého.

Separace

Po inkubaci se desky zakryji foliif PARAFILM® a odstfed’uji se 15 minut p#i frekvenci otaceni

1000"" mina 4 ©C v odstiedivce Damon IEC Model CRU-5000. Ze 4 az 8 jamek se odstrani
médium (asi 175 ul), spoji se a umisti ve 2ml sterilnich lahvickach pro zmrazovani. Vzorky se

uchovavaji az do provadéni analyzy pti - 70 OC.

Analyza na interferon/vypocet

Interferon se stanovuje biologickym stanovenim za pouZiti bunék z huménniho plicniho
karcinomu A549, které byly vyprovokovany pomoci viru encephalomyocarditis. Podrobnosti
tohoto biologického stanoveni jsou uvedeny v G. L. Brennan a L. H. Kronenberg, "Automated
Bioassay of Interferons in Micro-test Plates", Biotechniques, &erven/Cervenec; 78, 1983. Tento
postup lze v kratkosti popsat takto. Zfedéné interferonové vzorky a buiiky A549 se inkubuji 12

az 24 hodin pfi 37 ©C. Inkubované buiiky se infikuji inokulem viru encephalomyocarditis.
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Infikované buiiky se inkubuji dalsi obdobi pii 37 ©C a potom se kvantitativné vyhodnoti virovy
cytopathicky G¢inek. Virovy cytopathicky uG¢inek se kvantifikuje obarvenim vzorku a
naslednym spektrofotometrickym méfenim absorbance. Vysledky jsou vyjadfeny v hodnotach
referenéni jednotky interferonu (o) na mililitr a jsou vztazeny na hodnotu ziskanou pro standard
NIH HU IF-L. Interferon se identifikuje v podstaté jako vSechen interferon () zkousenim
pomoci Sachovnicovych neutralizaénich stanoveni proti krali¢imu anti-humannimu interferonu
() a kozimu anti-humannimu interferonu () za  pouziti monovrstev bunék AS549,
provokovanych virem encepha- lomyocarditis.

Vysledky

Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce 3, v niz chybéjici Gdaj znamena, Ze sloucenina
nebyla zkousena v této konkrétni davkové koncentraci. Vysledky oznacené znackou "<" pred
urcitym Cislem znamenaji, Ze interferon nebyl detegovatelny v mnozstvich vyssich, nez je nizsi
hladina-citlivosti tohoto stanoveni.

Tabulka 3

Indukce tvorby interferonu () v humannhich buiikach

Referenéni jednotky/ml
Koncentracedavky(ug/ml)
Sloudenina z prikladu 0, 01 0, 05 0,1 0,5 1,0 50
3 37 1200 190 1100 1000 640
6 4,3 67 110 150 150 110
Cl 4,2* 406* 619* 493* 557* 557*
C2 <18 140 250 750 750 750
C3 10,5* 340* 550* 296*
C4 <6,4 <6,4 1200 1200

* o v . . . - L, ’
Primérna hodnota ziskana ze tfech separatnich stanoveni.

Vysledky uvedené v tabulce 3 ukazuji, ze sloudeniny z pfikladi 3 a 6 indukuji biosyntézu
interferonu v humannich buikach.

Protivirova uéinnost u moréat

Dale uvedené zkusebni metody demonstruji schopnost slouéenin podle vynalezu snizovat pocet
a zdvaznost l1ézi, které se vyvinou u morcat infikovanych virem Herpes simplex typu Il a
indukovat biosyntézu interferonu o mor¢at.

Samice morcete Hartley o hmotnosti 200 az 250 g se anestetizuji methoxyfluranem (tato latka je
dostupna na trhu pod obchodnim oznac¢enim METAF ANE® vyrobek firmy Pitman - Moore,
Inc. Washington Crossing, NJ) a poté se jejich vaginalni oblast otfe chomackem suché vaty.
Potom se morcata intravagindiné infikuji chomackem vaty napusténym virem Herpes simplex
typu II, kmene 333 (1x1x10° plakotvor- nych jednotek na ml). Mordata se rozdéli do skupin po 7
zvitatech, pficemz na kaZzdou lé¢bu se pouziva jedné skupiny a jedna skupina slouzi jako

-10 -
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kontrolni (lé¢ba samotnym nosi€em). SlouCeniny podle vynalezu se zpracuji na vodné
pfipravky obsahujici 5 % smacedla Tween 80 (polyoxyethylen- sorbitanmonooleat, vyrobek
firmy Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI). Morcatim se podava lé¢ivo oralné

jednou denné po dobu 4 nasledujicich dnu, poéinaje 24 hodin od infekce.

Protivirova acinnost se vyhodnocuje porovnanim vyvoje lézi u morcat, kterd jsou lé¢ena jednak

pouziti nasledujici klasifikacni stupnice:

vy

0 - zadné léze 3 - nékolik velkych puchyikd

1 - z&ervenani a otok 4 - velké viedy s nekrézou

2 - nékolik malych puchytkd S - paralyza
3 - nékolikvelkych puchyika
4 - velké viedy s nekrozou

5 - paralyza

Pro vypocet procentudlni inhibice 1ézi se pouzivda maximalni hodnoty zjisténé u kazdého

morcete. Procentualni inhibice 1ézi se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

soucet maximalnich hodnot léze u osetfené skupiny x 100

100 -

soucet maximalnich hodnot léze u kontrolni skupiny x 100

Tabulka 4

Protivirova Géinnost u morete

Sloudenina z prikladu | Davka (mg/kg) | Inhibice lézi (%)
3 03 56
3 0,1 13
3 0,03 37
6 1 100
6 0.5 100
6 0,3 93
6 0,1 0
Cl 0.5 100
Cl 0,1 S0
C2 2 100
C3 3 96
C3 2 56*
C3 1 14
C4 1 100

-11 -
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Pruméma hodnota ze tfi separatnich stanoveni.

Vysledky uvedené v tabulce 4 ukazuji, Ze slou¢eniny z pfikladii 3 a 6 inhibuji pocet 1ézi u
morcat, které jsou zpGsobeny virem Herpes simplex typu II.

PATENTOVE NAROKY

1. 2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-aminy obecného vzorce |

XE,
N
¥
O >—czzc33
N
! . 0
Ry

kde
R pfedstavuje 2-methylpropylskupinu nebo 2-hydroxy-2-methylpropylskupinu

a jejich farmaceuticky vhodné adiéni soli s kyselinami.

2. Protivirovy farmaceuticky pfipravek, vyzmnacujici se tim, Ze obsahuje 2-
ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-amin podle naroku | v mnozstvi G¢inném pro inhibici a/nebo
zabranéni postupu virové choroby a farmaceuticky vhodny nosic.

3. 2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-aminy podle naroku | pro 1écbu savci infikovanych
virem.

4. 2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-aminy podle naroku 1 pro lécbu savcil infikovanych
virem Herpes simplex typu IL.

5. 2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinoliny, jakoZto meziprodukty pro vyrobu 2-ethyl-1H-tmidazo-
[4,5-c]chinolin-4-aminu podle naroku 1, obecného vzorce II

X
T( ) >—-CEZC83
1

Ry

(D

-12-
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kde
R} ptedstavuje 2-methylpropylskupinu nebo 2-hydroxy-2-methylpropylskupinu.

6. 2-Ethyl-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-5-N-oxidy, jakoZto meziprodukty pro vyrobu 2-ethyl-

1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-amint podle naroku 1, obecného vzorce HI
o0 " s
g O >_. CE,CE]q
X
{

Ry

kde

R pfedstavuje 2-methylpropylskupinu nebo 2-hydroxy-2-methylpropyliskupinu.
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