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Anotace:

Reseni se tyk4 B-alaninového derivatu, inhibujiciho bun&&nou
adhezi a zahrnujictho (R)-N-{[4-[[(2-
methylfenylamino)karbonyl]amino]fenyl]Jacetyl]-L-prolyl-3-
methyl)-B-alanin, jeho farmaceuticky pfijatelny derivat a jeho
esterovy prekurzor, farmaceutickd kompozice, ktera tento
derivat obsahuje jako u¢innou latku a pouZiti tohoto derivatu
pro pfipravu 1égiva pro lééeni onemocnéni souvisejiciho s
bunéénou adhezi.
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B—Alaninovy derivat, farmaceuticka kompozice tento derivat obsahujici a pouZiti tohoto
derivatu pro pFipravu léciva

Oblast technik

Piedkladany vynélez se tyka novych sloudenin, které jsou vhodné pro inhibici, zménu nebo pre-
venci bunééné adheze a onemocnéni souvisejicich s bunéénou adhezi. Vynalez se také tyka
farmaceutickych kompozic obsahujicich tyto slou€eniny a zpisobu jejich pouZiti pro inhibici a
prevenci bunééné adheze a onemocnéni souvisejicich s buné¢nou adhezi. Slouceniny a farma-

10 ceutické kompozice podle vynalezu se mohou pouzit jako léebna nebo preventivni Cinidla. Jsou
zv1asté vhodna pro 1é¢eni mnoha zanétlivych a autoimunnich onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

15 Bunétna adheze je proces, pomoci kterého se buiiky shlukuji k sob&, migruji smérem ke spe-
cifickému cili nebo se lokalizuji v mimobun&¢né matrici. Bunééna adheze jako takova je jednim
ze zakladnich mechanismil G¢astnicich se mnoha biologickych jevi. Bunééna adheze je naptiklad
zodpovédna za adhezi hematopoietickych bun€k k buitkdm endotelu a za néslednou migraci
téchto hematopoietickych bunék z cév a na mista poskozeni. Bunééna adheze jako takova hraje

20 roli pfi mnoha onemocnénich, jako jsou napiiklad zanétlivé a imunitni rekce savci.

Vyzkumy na molekuldrni urovni bunééné adheze odhalily, Ze riizné makromolekuly na povrchu
bunék — spoleéné znamé jako molekuly nebo receptory bunééné adheze — zprostiedkuji interakce
burika—buiika a buiika—matrice. Naptiklad proteiny spole¢né nazyvané ,.integriny* jsou kliCovym

25 zprostfedkovatelem adheznich interakci mezi hematopoietickymi buitkami a jejich mikroprostie-
dim (M.E. Hemler, ,,VLA Proteins in the Integrin Family: Structures, Functions and Their Role
on Leukocytes®; Ann. Rev. Immunol. 8, str. 365 ((1190)). Integriny jsou nekovalentnimi hetero-
dimernimi komplexy skladajicimi se ze dvou podjednotek nazyvanych o a 3. Existuje 17 riznych
podjednotek o (ai—a10, a-L, o-M, o-D, a-X, o-1IB, o~V a a-E) a nejméné 9 rtznych

30  podjednotek B (B1-39) které byly dodnes identifikovany. Na zakladé typu slozek podjednotek o
a 3 je mozné kazdou molekulu integrinu zafadit do podskupiny.

Integrin 04—B1, znamy také jako velmi pozdni antigen—4 (,VLA-4*) nebo CD49d/CD29, je
receptorem na povrchu buiiky leukocytu, ktery se podili na mnoha riiznych matricovych adhez-
35 nich interakcich, jak buiika—burika, tak butika—matrice (M.E. Hemler, Ann, Rev. Immunol., 8, str.
365 (1990)). Slouzi jako receptor pro buiiky endotelu povrchového proteinu, ktery lze vyvolat
cytokinem, pro molekulu—1 cévni bunééné adheze (,,VCAM~1),s tejn€ jako pro mimobunéénou
matrici proteinu fibronektinu (,,FN*) (Ruegg a kol., J. Cell. Biol. 177, str. 179 (1991); Wayner a
kol., J. Cell. Biol. 105, str. 1873 (1987); Kramer a kol., J. Biol. Chem., 264, str. 4684 (1989);
40 Gehlsen a kol. Science, 24. str. 1228 (1988)). Bylo prokazano, ze anti-VI.LA—4 monoklonalni
protilatky (,,mAb*) inhibuji adhezni interakce zavislé na VLA—4 jak in vitro, tak in vivo
(Ferguson a kol. Proc. Natl. Acad. Sci., 88, str. 8072 (1991); Ferguson a kol., J. Immunol., 150,
str. 1172 (1993)). Vysledky in vivo experimentli naznacuji, Ze tato inhibice VLA—4 zavislé
buné¢né a autoimunni choroby (R. L. Lobb a kol., ,,The Pathophysiolog Role of a4 Integrins
45 In Vivo®, J. Clin. Invest., 94, str. 1722-28 (1994)).

Za ucelem identifikace minimalni aktivni aminokyselinové sekvence potfebné pro vazbu VLA—4
Komoriya a kol. (,,The Minimal Essential Sequence for a Major Cell Type—Specific Adhesion
Site (CS1) Within the Alternatively Spliced Type II Connecting Segment Domain of Fibronectin
50  Is Leucine-Aspirtic Acid—Valine®, J. Biol., Chem., 266 (23), str. 15075-79 (1991)) syntetizovali
sadu prekryvajicich se peptidii zalozenych na aminokyselinové sekvenci CS-1 useku (VLA—4
vazebna doména) riznych druhu fibronektinu. Identifikovali osmiaminokyselinovy peptid, Glu—
Ile-Leu—Asp—Val-Pro—Ser—Thr, stejné jako dva mens$i ptekryvajici se peptidy, Glu-lle-Leu—
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Asp—Val a Leu—Asp—Val-Pro—Ser, které maji inhibi¢ni aktivitu proti bunééné adhezi zavislé na
FN. Tyto vysledky naznacuji, ze tripeptid Leu—Asp—Val je minimalni sekvence pro aktivitu
k buné¢né adhezi. Pozdéji bylo prokazano, ze Leu—Asp—Val vaze pouze lymfocyty, které vyka-
zuji aktivovanou formu VLA-4, a tak se objevila otazku vyuZitelnosti té€chto peptida in vivo

5 (E. A. Wayner a kol., ,,Activation—Dependent Recognition by hematopoietic Cells of the LDV
Sequence in the V Region of Fibronectin®, J. Cell, Biol., 116 (2), str. 498-497 (1992)). Uréité
vétsi peptidy obsahujici LDV postupné prokazaly aktivitu in vivo (T. A. Ferguson a kol., ,,Two
Integrin Binding Peptides Abrogate T—cell-Mediater Immune Responses In Vivo®, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 88, str. 8072-76 (1991); a S.M. Wahl a kol., ,,Synthetic Fibronection Peptides

10 Suippress Arthritis in Rats by Interrupting Leukocyte Adhesion and Recruitment®, J. Clin
Invest., 94, str. 655-62 (1994)). Byl popsan cyklicky pentapeptid, ktery miZe inhibovat adhezi
jak VLA—4, tak VLA-5 k FN (D.M. Nowlin a kol., ,,A Novel Cyclic Pentapeptide Inhibits a4 1
a a5B1 Integrin—mediated Cell Adhesion®, J. Biol. Chem., 268 (27), str. 20352-59 (1993); a PCT
ptihlaska PCT/US91/04862). Tento pentapeptid byl zaloZen na tripeptidové sekvenci Arg—-Gly—

15 Asp z FN, ktera byla zndma jako obvykly motiv v misté rozpoznani pro nékolik mimobunéénych
matricovych proteind.

Priklady jinych VLA-4 inhibitori jsou uvedeny naptiklad v dal$i US patentové ptihlaSce
08/376,372 a v mezinarodni patentové prihlasce W(098/04913, které jsou zde uvedeny jako od-

20 kaz. USSN 376 372 popisuje linearni peptidylové slouceniny obsahujici B—aminokyseliny, které
maji inhibi¢ni aktivitu k bunécné adhezi. Mezinarodni patentové ptihlasce WO 94/15958 a WO
92/00995, které jsou zde uvedeny jako odkazy, popisuji cyklicky peptid a peptidomimetické
slouCeniny, které maji modula¢ni aktivitu viici bunééné adhezi. Mezinarodni patentové prihlasky
WO 93/08823 a WO 92/08464 (uvedeny jako odkaz) popisuji slouceniny modulujici bunéénou

25 adhezi obsahujici guanidylovou skupinu, mocovinovou skupinu a thiomo¢ovinou skupinu. Patent
US 5260 277 popisuje guanidinylové slouéeniny modulujici bunéénou adhezi (patent uvedeny
jako odkaz).

Pres tento pokrok jsou potiebné specifické inhibitory VLA-4—zavislé bun&né adheze, které maji
lepsi farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti, jako je oralni biologicka vyuZitelnost a

30  dlouhé trvani piisobeni. Tyto slouceniny by mohly poskytnout vhodna €inidla pro 1éceni, zménu,
prevenci nebo potlaovani riznych onemocnéni zprostiedkovanych bunéénou adhezi a vazbu
VLA-4.

Podstata vynalezu

35
Predmétem vynalezu je derivat inhibujici adhezi zahrnujici slouc¢eninu vzorce

i mN (M
1 | i
NH  NH 0 NH™ cH,

jeji farmaceuticky pfijatelny derivat a jeji esterovy prekurzor.

CHj

40  Pfedmétem vyndlezu je rovnéz farmaceuticka kompozice, jejiz podstata spo&iva v tom, Ze
obsahuje uvedeny B-alaninovy derivat a farmaceuticky pfijatelny nosi¢.

Farmaceutickd kompozice podle vyndlezu vyhodn¢ dale obsahuje &inidlo zvolené z mnoziny
zahrnujici kortikosteroidy, bronchodilatatory, antiastmatika, protizanétova &inidla, antirevmatika,
45 imunosupresiva, antimetabolita, imunomodulatory, antipsoriatika a antidiabetika.
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Farmaceuticka kompozice podle vynalezu vyhodné dale obsahuje alespori jednu dalsi slouCeninu
inhibujici buné&nou adhezi, kterou je vyhodné inhibitor VLA—4.

Vyhodné farmaceuticka kompozice podle vynalezu jako B-alaninovy derivat obsahuje esterovy
prekurzor slouc¢eniny vzorce

0 N CO,H
A ;
NH NH 0” NH TCHj
CHj

B-Alaninovy derivat podle vynalezu je vyhodné tvoren esterovym prekurzorem slouceniny

VZOrce
[ m’“ fozﬂ
1 | i
NH NH 0~ NH TCH; |
CHj

B—Alaninovy derivat podle vynalezu je vyhodnéji tvofen esterovym prekurzorem sloueniny

VZOorce
X mi o
0
NH  NH 07" NE” ca,

pripravenym reakci slouCeniny uvedeného vzorce s alkoholem obsahujicim 1 az 10 uhlikovych
atomu v pfimé nebo rozvétveném fetézci.

CHj

Vyhodnéji je B—Alaninovy derivat podle vynalezu tvofen esterovym prekurzorem slouceniny

VZOrce
0
NH  NH 07 NE” ch,
CHj

pfipravenym reakci slouCeniny uvedeného vzorce s alkoholem obsahujicim 1 az 4 uhlikové
atomy v pfimém nebo rozvétveném fetézci.

Vyhodné je B—alaninovy derivat tvofen esterovym prekurzorem obecného vzorce
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1 r
NH NH o) NRH CH3

ve kterém R znamené ptimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 10 uhlikovych
atomu, vyhodné&ji 1 aZ 4 uhlikové atomy.

CHj
—Alaninovy derivat podle vynalezu je zejména tvoren slouceninou vzorce

X mi 7
0
NH™ NH 0 NB™ TcHj
CHj

Vyhodné farmaceutickd kompozice jako B—alaninovy derivat obsahuje slouéeninu vzorce
A !
NH NH 0 NH CHj

Piedmétem vynélezu je rovnéz pouziti vySe definovaného PB-alaninového derivatu pro pfipravu
1éCiva pro 1é¢eni onemocnéni souvisejiciho s buné¢nou adhezi.

CHj

nebo jeji sil.

V ramci tohoto pouziti je B-alaninovy derivat vyhodné pouzit pro pfipravu légiva pro 1é&eni
onemocnéni zvoleného z mnoziny zahrnujici astma, mnohocetnou sklerézu, alergickou rhinitidu,
alergickou konjuktivitidu, zanétové onemocnéni plic, revmatoidni artritidu, mnoho&etny myelom,
septickou artritidu, diabetes typu I, odmitnuti transplantovaného organu a zané&tové stievni one-
mocnéni, zejména pro piipravu lé¢iva pro 1é¢eni mnohodetné sklerdzy nebo zanétového stievniho
onemocnéni.

Pod pojmem ,farmaceuticky piijatelny derivat* sloudeniny uvedeného vzorce se v ramci vynale-
zu rozumi farmaceuticky pfijatelna stil, ester, sil takového esteru, amid nebo stil takového amidu
slou€eniny uvedeného vzorce.

Pod pojmem ,,farmaceuticky ptijatelny prekurzor” sloueniny uvedeného vzorce se v ramci vyna-
lezu rozumi sloucenina uvedeného vzorce, jejiz karboxylova skupina je esterifikovana libovol-
nym alkoholem, zejména alkoholem obsahujicim 1 az 10 uhlikovych atomd v pfimém nebo roz-
vétveném fetézci, vyhodné methanolem, ethanolem, propanolem nebo butanolem, za vzniku
farmaceuticky pfijatelného produktu.

Slou¢eniny podle predkladaného vynalezu jsou inhibitory integrinu VLA—4 a blokuiji tedy vazbu
VLA~4 k jeho rlznym ligandim, jako je VCAM-I a oblasti fibronektinu. Tyto sloueniny jsou
vhodné pro inhibici procesu bunééné adheze, vEetn& aktivace migrace, proliferace a diferenciace
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bunék. Tyto slou€eniny jsou vhodné pro inhibici, prevenci a potladeni bunééné adheze zprostied-
kované VLA—4 a onemocnéni souvisejicich s touto adhezi, jako jsou zanétlivé a imunitni reakce,
v¢etné napfiklad mnohocetné sklerdzy, astmatu, alergické rhinitidy, alergické konjuktivity, zanét-
livého onemocnéni plic, revmatoidni arthritidy, septické arthritidy, diabetu typu 1, transplantace
organu, restendzy, autologni transplantace kostni dfené, zanétu po virové infekci, myokarditidy,
zénétlivého stievniho onemocnéni, véetné ulcerativni kolitidy a Crohnovy nemoci, uréitych typt
toxické a imunitni nefritidy, kontaktni dermalni pfecitlivélosti, psoriazy, metastdz nadord,
mnoho¢etného myelomu a atherosklerézy. Slouceniny podle ptedkladaného vynalezu se mohou
pouZzit samotné nebo v kombinaci s dal$imi terapeutickymi nebo profylaktickymi &inidly pro
inhibici, zménu, prevenci nebo potlaceni bunééné adheze. Predkladany vynalez také poskytuje
farmaceutické kompozice obsahujici tyto inhibitory bun&éné adheze zprostiedkované VLA-4 a
zplsoby pouziti sloucenin a kompozic podle vynéalezu pro inhibici bun&&né adheze.

Popis obrazkt na vykresech

Obr. 1 uvadi odezvu dychacich cest ovee po 1é¢eni oMePUPA-V. Ovce, ptirozené citliva na
Ascarin suum, se stimuluji aerosolem alergenu Ascarin suum, po dvou hodinach se poda
oMePUPA-V v oznaenych davkach nebo odpovidajici mnozstvi vehikula. V danych &asech se
k hodnotam zakladni linie pred studii (levé panely). Resistence dychacich cest vzhledem k inha-
lovanému karbacholu se ur¢i pred zacatkem studie a 24 hodin po stimulaci alergenem (pravé
panely). Odezva dychacich cest se zaznamena jako pomér PC,qp (mnoZzstvi karbacholu potfebné
pro zvyseni resistence o 400 %) hodnot pied stimulaci a po stimulaci.

Obr. 2: Ovce, pfirozené citlivé na Ascaris suum se stimuluji podavanim aerosolu oMePUPA-V
pfi danych davkach pro Ascaris suum. Zmény resistence dychacich cest se m&fi po stimulaci
aerosolem a maximalni resistence plic (cm Hy/sec) po stimulaci se porovna s hodnotami zakladni
linie. *=p<0,05 porovnano s PBS kontrolou, jednofaktorova analyza rozptylu, po které nasleduje
Dunnettiiv test vicenasobného porovnani s kontrolni skupinou. Oznaduje statisticky vyznamny
vzrist maxima specifické resistence plic ve srovnani s PBS kontrolni skupinou.

Obr. 3 Ovce, pfirozené citlivé na Ascarius suum, se stimuluji poddvanim aerosolu Ascaris suum
24 hodin po ¢tyfdennim podavani aerosolu oMePUPA-V (0,03 mg) nebo odpovidajiciho mnoz-
stvi vehikula (ethanol:normalni salin, 1:2, horni panel; Tris:normalni salin, 1:499, dolni panel).
Cinnost plic se m&fi v danych &asech a zaznamena se jako zména specifické resistence plic
vzhledem k hodnot¢ zakladni linie pfed studii (levé panely). Resistence dychacich cest k inhalo-
vanému karbacholu se ur¢i pred inhalaéni studii a 24 hodin po stimulaci alergenem (pravé
panely). Odezva dychacich cest se zaznamena jako pomér PC, (mnozstvi karbacholu potfebné
pro vzrist resistence o 400 %) porovnanim hodnot pied a po stimulaci.

Obr. 4 Mysi Balb/c, pfedem senzitizované na DNFB, se stimuluji aplikaci DNFB na hibetni
stranu levého ucha a vehikulem na hibetni stranu pravého ucha. Po 24 hodinach se zmé&Fi tloustka
ucha mikrometrickym méfidlem. oMePUPA-V se podava v uvedenych davkach 4 hodiny po
stimulaci DNFB. Pozitivni kontrolni (+CTFL) slougenina se podavala v maximalni 0&inné
enterdlni ddvce. Hodnoty znamenaji primér + smérodatn odchylka priméru po 8 zvitat. Horni
panel ukazuje absolutni otok ucha. Dolni panel ukazuje procentualni inhibici otoku ucha
v porovnani s kontrolnim uchem stimulovanym vehikulem (VEH).

Obr. 5. Analyza kompetice mezi oMePUPA-V a zndmym inhibitorem za rznych podminek
aktivace. Jurkatovy buiiky (1,5x10%ml) v TBS plus 2 mM Mn*, 1 mM Ca** plus 1 mM Mg”',
1 mM Ca® plus 10 mM Mg™, 10 mM Mg”’ nebo 10 mM Mg?" plus 10 ug/ml TS2/16 se zpraco-
vavaji 5 nM 3H—zn.’:’lm)'/m inhibitorem samotny nebo 5 nM *H-—znamym inhibitorem plus 10 nM
BIO1591 30 minut pfi teploté mistnosti. Buriky se potom peletuji odstfedénim, resuspenduji se v
100 pl TBS plud Mn*" a analyzuji se pomoci pocitadla scintilace. Polty vazeb za téchto
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podminek znamenaji integrin, ktery neni obsazen testovanou slougeninou a je tedy volny pro
vazbu *H-znamého inhibitoru.

Podrobny popis vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje slouceniny, které jsou schopné inhibovat bunéénou adhezi
zprostiedkovanou VLA—4, pomoci inhibice vazby ligandi k tomuto receptoru. Vyhodnou sloude-
ninou je (R)-N—[[4-[[(2-methylfenylamino)karbonyl]amino]fenyl]acetyl]-L—prolyl-3—-methyl)—
B-alanin, ktery je zde oznaCovan jako ,,OMe-PUPA-V* a m4 vzorec I:

N CO.H
N/LN © 07 N7 “cH
H H H 3
CH, |

oMePUPA-V

Piedkladany vynalez se také tyka farmaceuticky pfijatelnych derivatd, soli a esterti
oMePUPA-V.

Slouceniny vzorce I obsahuji jedno nebo vice asymetricky center a mohou se tedy vyskytovat ve
formé racemickych smési, jednotlivych enantiomeri, diastereomernich smési a jednotlivych
diastereomerti. Pfedkladany vynalez zahrnuje viechny takové izomerni formy slouéenin vzorce 1.

Piedkladany vynilez také zahrnuje farmaceuticky ptijatelné soli slougenin vzorce I. Termin
»farmaceuticky pfijatelné soli“ znamena soli pfipravené z farmaceuticky pfijatelnych netoxic-
kych béazi nebo kyselin v€etné anorganickych bazi nebo kyselin v&etné anorganickych nebo
organickych bazi a anorganickych nebo organickych kyselin. Soli odvozené od anorganickych
bazi zahrnuji amoniové, amonné, vépenaté, méd'né, Zeleznaté, Zelezité, lithné, hote¢naté soli,
manganité, manganaté, draselné, sodné, zine¢naté a podobné soli. Zvlasté vyhodné jsou
amoniové, vapenaté, hofe¢naté, draselné a sodné soli.

Soli odvozené od farmaceuticky piijatelnych organickych netoxickych bazi zahrnuji soli primar-
nich, sekundarnich a tercidrnich amind, substituovanych amint v&etné pfirodnich substituova-
nych amint, cyklickych aminli a bazickych iontoméni¢ovych kyselin, jako je arginin, betain,
kofein, cholin, N,N'-dibenzylethylendiamin, diethylamin, 2—diethylaminoethenol, 2—dimethyl-
aminoethanol, ethanolamin, ethylendiamin, N—ethylmorfolin, N—ethylpiperidin, glukamin, gluko-
samin, histidin, hydrabamin, izopropylamin, lysin, methylglukamin, morfolin, piperazin, piperi-
din, polyaminové pryskyfice, prokain, puriny, theobromin, triethylamin, trimethylamin, triproly-
amin, tromethamin a podobné.

Pokud je slou€enina podle predkladaného vynélezu bazicka, mohou se soli p¥ipravit z farma-
ceuticky pfijatelnych netoxickych kyselin, v&etné anorganickych a organickych kyselin. Mezi
takové kyseliny patfi kyselina octové, kyselina benzensulfonova, kyselina benzoova, kyselina
kafrsulfonova, kyselina citronova, kyselina ethansulfonova, kyselina fumarové, kyselina gluko-
nova, kyselina glutamova, kyselina bromovodikova, kyselina chlorovodikova, kyselina isethiono-
va, kyselina mlé¢na, kyselina maleinova, kyselina jable&na, kyselina mandlova, kyselina methan-
sulfonova, kyselina slizova, kyselina dusi¢na, kyselina pamoova, kyselina pantotenové, kyselina
fosfore¢nd, kyselina jantarova, kyselina sirova, kyselina vinna, kyselina p-toluensulfonova a
podobné. Zv1asté vyhodné jsou kyselina citronova, kyselina bromovodikova, kyselina chloro-
vodikova, kyselina maleinova, kyselina fosfore¢na, kyselina sirova a kyselina vinna.
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Dale piedkladany vynédlez zahrnuje prolétiva, zejména esterova prolégiva, kde karboxylova
skupina:

(R)-N-[[4-[[(2-methylfenylamino)karbonyl]Jamino]fenyl]acetyl]-L—prolyl-3—methyl)-B—alani-
nu je esterifikovand jakymkoli alkoholem. Mezi vyhodné alkoholy patti methanol, ethanol, pro-
panol, butanol nebo alkoholy obsahujici 1 az 10 atomi uhliku, které maji ptimy nebo rozvétveny
fetézec.

Schopnost slou€enin vzorce I antagonizovat pisobeni VLA-4 je &ini vhodnymi pro prevenci,
Ié€eni nebo zvraceni symptomii, poruch nebo onemocnéni vyvolanych vazbou VLA-4 ke svym
ligandim. Tito antagonisté budou tedy inhibovat proces bunétné adheze, vietnd aktivace,
migrace, proliferace a diferenciace bunék. Dalsim pfedmétem podle predkladaného vynalezu je
tedy zpiisob 1éCeni, prevence, zmirnéni nebo potlaceni onemocnéni nebo poruch zprostiedkova-
nych cestou VLA-4. Mezi takova onemocnéni patfi naptiklad astma, mnoholetna sklerdza,
alergicka rhinitida, alergicka konjunktivitida, zanétlivé onemocnéni plic, revmatoidni arthritida,
mnohoCetny myelom, septickd arthritida, diabetes typu [, odmitnuti transplantovaného organu,
zanétlivé stfevni onemocnéni a dalsi,

Slougeniny podle predkladaného vynalezu se mohou syntetizovat za pouziti b&znych postups,
piicemZ n€které znich jsou zde uvedeny formou piikladd. Tyto slouceniny se svyhodou
chemicky syntetizuji ze snadno dostupnych vychozich latek, jako jsou a—aminokyseliny a jejich
funkéni ekvivalenty. Vyhodné jsou také modularni a konvergentni zplisoby syntézy t&chto
slou¢enin. Pti konvergentnim piistupu se napfiklad velké ¢asti koneéného produktu v poslednich
krocich syntézy spoji, spiSe nez ze by se postupné pridavaly malé &asti k rostoucimu fetdzci
molekuly.

Slou€eniny podle prekliddaného vyndlezu se mohou také modifikovat ptipojenim vhodnych
funkénich skupin za i¢elem zlepseni jejich selektivnich biologickych vlastnosti. Tyto modifikace
Jjsou odbornikiim pracujicim v této oblasti znamé a patfi mezi n&€ modifikace zvysujici biologic-
kou penetraci do daného biologického systému (naptiklad krve, lymfatického systému, central-
niho nervového systému), zvySujici oralni biologickou vyuzitelnost, zvysujici rozpustnost, aby je
bylo mozné podavat injekéné, ménici metabolismus a ménici rychlost vylu€ovéani. Mezi p¥iklady
takovych modifikaci patfi esterifikace polyethylenglykoly, derivatizace pivolaty nebo mastnymi
kyselinami, konverze na karbamaty, hydroxylace aromatickych kruhii a substituce heteroatoma
aromatickych kruhti, vynalez se v§ak neomezuje pouze na tyto ptiklady.

Podle piedkladaného vynalezu znamena termin ,pacient” savce, vietné &lovéka. A termin
,»buiika“ znamena jakoukoliv buiiku, s vyhodou buiiku savce, vEetné bunék ¢lovéka.

Aktivita a specifi¢nost pfipravenych sloudenin podle predkladaného vynalezu vzhledem
k VLA—4 se miize ur¢it pomoci in vivo a in vitro testi.

Napfiklad inhibi¢ni aktivita slou¢enin podle predkladaného vynalezu vzhledem k bun&iné adhezi
se muZze meéfit pomoci urleni koncentrace inhibitoru potfebné pro blokovani vazby bungk
exprimujicich VLA—4 k mikrotitradnim desti¢kim potazenym fibronektinem nebo CS1. P¥i tomto
typu testu se jamky mikrotitraéni destiky potdhnou bud’ fibronektinem (obsahujicim CS-1
sekvenci), nebo CS—1. Pokud se pouzije CS~1, musi se konjugovat k proteinovému nosiéi, jako
teleci sérovy albumin, aby se mohl vazat k jamkam. KdyZ se jamky potédhnou, piidaji se riizné
koncentrace testované slou¢eniny spole&ng s vhodné znatenymi butikami exprimujicimi VLA—4.
Alternativné se miZe nejprve ptidat testovana sloutenina a nechat se inkubovat s potaZzenymi
Jamkami pfed pfidanim bunék. Buiiky se nechaji inkubovat v jamkach nejméng 30 minut. Po
inkubaci se jamky vyprazdni a promyji. Inhibice vazby se mé&f uréenim hodnoty fluorescence
nebo radioaktivity vazané k destice pro kazdou riiznou koncentraci testované slouceniny a také
pro kontrolni vzorek neobsahujici testované slougeniny.
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Buriky exprimujici VLA—4, které se mohou pouzit pfi tomto testu, zahrnuji Ramosovy buiiky,
Jurkatovy buriky, butiky melanomu A375, a také buiiky lymfocytt lidské periferni krve (PBL).
Butiky pouZité pfi tomto testu se mohou znadit jakymkoli vhodnym zpiisobem, naptiklad pomoci
fluorescenénich nebo radioaktivnich znagek.

Pro kvantitativni vyhodnoceni inhibi¢ni aktivity slou¢enin podle vynalezu se mize také pouzit
test pfimé vazby. Pfi tomto testu se konjuguje VCAM-IgG fuzni protein obsahujici prvni dvé
imunoglobulinové domén VCAM (D1D2) pfipojené nad st&Zejni oblasti molekuly IgG1 (,,VCAm
2D-1gG*) k znaCkovacimu enzymu, jako je alkalicka fosfatdza (,AP*). Syntéza této fiize
VCAM-IgG je popsana v mezinarodni patentové piihlasce WO 90/13300, jejiz obsah zde
uvadime jako odkaz. Konjugace této fiize ke znaCkovacimu enzymu se dosahne zesifovacimi
postupy, které jsou odbornikim pracujicim v této oblasti znamé.

Enzymovy konjugit VCAM-IgG se potom umisti do jamek mnohojamkové mikrotitraéni desti¢-
ky, jako je naptiklad desticka, ktera je soucasti Millipore Multiscreen Assay System (Millipore
Corp. Bedford, MA). Potom se do kazdé jamky piidaji rzné koncentrace testované inhibi&ni
slou€eniny a potom butiky exprimujici VLA—4. Buiiky, sloudenina a enzymovy konjugat
VCAM-IgG se smisi a nechaji se inkubovat pfi teploté mistnosti.

Po inkubaci se jamky odvodni za vakua a v jamkach ziistanou bufiky a veskery vazany VCAM.
Mnozstvi vazaného VCAM se ur¢i pfidanim vhodného kolorimetrického substratu pro enzymovy
konjugidt VCAM-IgG a urdi se mnoZstvi reakéniho produktu. Pokles mnoZstvi reakéniho
produktu znamena vzriist vazebné inhibiéni aktivity. Postup n&kterych testi je popsan dale:

Pro testovani inhibi¢ni specifi¢nosti sloucenin podle predkladaného vynalezu k VLA—4 se
provedou testy na hlavni skupiny integrint, tj. 2 a B3, a také na dalsi B1 integriny, jako jsou
VLA-5, VLA-6 a a4P37. Tyto testy mohou byt podobné testim inhibice adheze a piimé vazby
popsanym vySe, pfi¢emZ se nahradi pfislusné buiiky exprimujici integrin a odpovidajici ligand.
Napfiklad se pouziji polymorfonuklearni buiiky (PMN) exprimujici na svém povrchu integriny
B2 a vazici ICAM. Integriny B3 jsou zahrnuty do shlukovani krevnich destiek a inhibice se
miZe méfit pomoci standardniho testu srazeni krevnich destiCek. VLA-5 se vaze specificky
k sekvenci Arg-Gly—Asp, zatimco VLA-5 se vaZe k lamininu. a4B7 je neddvno objeveny
homolog VLA-4, ktery také vaze fibronektin a VCAM. Specifi¢nost vzhledem k a4B7 se uréi pfi
testu vazby, ktery vyuZiva vySe popsany znatkovaci konjugat VCAM~-IgG-enzym a bunéény
kmen, ktery exprimuje a4f7, ale ne VLA—4, jako je RPMI-8866 nebo JY buiiky.

Kdyz se identifikuji VLA—4 specifické inhibitory, mohou se dale charakterizovat pomoci in vivo
testii. Jeden takovy test studuje inhibici kontaktni hypersenzitivity u Zivogich a je popsan napfi-
klad v €lancich P.L. Chisholm a kol., ,,Monoclonal Antibodies to the Integrin 0—4 Subunit Inhibit
the Murine Contact Hypersensitivity Response®, Eur. J. Immunol, 23, strana 682—688 (1993) a v
»Current Protocols in Imunology“, J. E. Coligan a kol., Eds., John Wiley and Sons, New York, 1,
str. 4.2.1-4.2,5 (1991), jejichZ obsah je zde uveden jako odkaz. V tomto testu se senzitizuje
pokozka Zivocicha vystavenim drazdivé latce, jako je dinitrifluorbenzen, potom se lehce fyzicky
podrazdi naptiklad lehkym poSkrdbanim pokozky ostrou hranou. Po zotaveni se pomoci stejného
postupu Zivo€ichové znovu senzitizuji. Nékolik dni po senzitizaci se jedno ucho Zivogicha
vystavi chemickému drazdidlu a druhé ucho se oSetii nedrazdivym kontrolnim roztokem. Krétce
po podrazdéni usi se zvifatim pomoci podkoZni injekce pod4vaji rizné davky inhibitoru VLA—4.
In vivo inhibice zdnétu souvisejiciho sbundnou adhezi se testuje méfenim odezvy otoku
1é€eného ucha oproti otoku neléceného ucha Zivodicha. Otok se méti pomoci posuvného métitka
nebo jiného néstroje vhodného pro méfeni tloustky ucha. Timto zplisobem je mozné zjistit, které
inhibitory podle pfedkladaného vynalezu jsou nejvhodné&jsi pro inhibici zanétu.

Dalsi in vivo test, ktery se miize pouzit pro testovani inhibitord podle vynalezu, je test astmatu
ovei. Tato zkouSka se provadi podle postupu, ktery je popsan v W. M. Abraham a kol.,
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»o—Integrins Mediated Antigen-Induced Late Bronchial Responses and Prolongated Airway
Hyperresponsiveness in Sheep®, J. Clin. Invest., 93, str. 776-87 (1994), coZ je zde uvedeno jako
odkaz. Pomoci této zkouSky se méfi inhibice pozdni faze odezvy dychacich cest a precitlivélost
dychacich cest vyvolana antigenem Ascaris u alergickych ovci. Slouceniny podle vynalezu
mohou byt také testovany pfi testu shlukovani krevnich desticek.

Inhibitory VLA—4 podle predkladaného vynalezu jsou ptekvapivé vyhodné aktivni a selektivni.
Obecné jsou tyto slouceniny selektivni vzhledem k VLA—4 (>1000krat oproti o437 a a5B1), jsou
negativni pti béznych testech PanLabs a non—-GLP Arnes, &isté pti standardnich farmakolo-
gickych testech vedlejsich ucinki a jsou U¢inné na ov¢im modelu davkovani pfedpokladaného
mnozstvi u€inného pro ¢loveék 1 mg/den nebo méné jednou denné.

Slouceniny podle vynalezu maji prekvapivé dobrou G¢innost ve srovnani se strukturné podobny-
mi inhibitory VLA—4. Naptiklad u ovci citlivych na Ascaris 1é€enych jednou denné &tyii dny
nebulizovanym lé¢ivem pii ddvce 0,1 mg/kg a potom stimulovanych antigenem 24 hodin po
posledni davce, diive testované slouceniny zna¢né snizily €asnou odezvu a blokovaly pozdni fazi
bronchokonstrikce a vyvoj nespecifické precitlivélosti. Za piedpokladu biologické ekvivalence
u ¢lovéka by celkova davka pro ¢lov€ka o hmotnosti 70 kg mohla byt 7 mg. Dale 1é¢ivo poda-
vané ovcim prostiednictvim endotrachealni trubice v danych davkach je podle odhadu dvakrat
vysSi, nez se typicky dosdhne u ¢lovéka pomoci oralniho inhibi¢niho zafizeni. Dale je pravdé-
podobné, Zze bude potieba pridat ke koneéné pevné kompozici ptisady, aby se optimalizovalo
pInéni pomiicky a dodéni IéCiva. Podle téchto faktori 1ze odhadnout davku u ¢lovéka 14 mg nebo
vice, coZ presahuje technicky limit 1 az 5 mg, ktery lze dodat v jedné davce pomoci inhalaéniho
zatizeni na suchy prasek (DPI). Prestoze lze potfebnou davku dodat pomoci nékolika davkovani
DPI, bude tato skuteCnost piedstavovat nevyhodu na trhu s léky proti astmatu, kde je typicka
davka inhalovaného steroidy 0,2 a7z 1,0 mg.

oMePUPA-V snizila v€asnou odezvu, blokovala pozdni fazi bronchokonstrikce a normalizovala
piecitlivélost ptfi minimalni davce 0,003 mg/kg pfi podavani ve formé& nebulizované davky
2 hodiny pred stimulaci antigenem. Déle denni davka 0,001 mg/kg 4 dny pfi stimulaci antigenem
24 hodin po posledni ddvce poskytla maximalni odezvu. Tedy, oMePUPA-V je tticetkrat az
stokrat (¢inngjsi, neZ dfive pouzivané slouceniny, pfi hladinach davkovani v rozmezi, které je
stejné, jako u nejlepSich probadanych steroidi pro inhalaéni pouZiti. oMePUPA-V, stejné jako
pfedposledni synteticky meziprodukt, je vysoce krystalicky (viz. obr. 1, tabulka 1).

Dile ma oMePUPA-V zlepSeny metabolicky profil v porovnani se znamymi slouCeninami
inhibujicimi VLA-4. Napfiklad po podavani aerosolu se narokované sloueniny rychle pfevedou
na méné aktivni metabolit, ktery byl pfevladajicim produktem ziskanym z bronchoalveolarniho
vyplachu (BALF) a byl také prevladajicim produktem pozorovanym pfi systémovém obéhu,
pficemz vykazoval delsi poloas Zivota v plazmé, nez matefska sloucenina. ProtoZe je rychla
metabolicka konverze na méné aktivni slou¢eniny vhodnou strategii pro dosaZeni nize expozice
systému, slouCeniny, které se metabolizuji na vedlej$i produkty s malou nebo Zadnou vnitini
aktivitou, pfedstavuji mensi obtiZe pfi vyvijeni a jsou vyhodné z hlediska hromadéni.

Potencialni proteolytické produkty oMePUPA-V jsou neaktivni pfi VLA—4 vazebném testu a
tedy pomoci proteolyzy se budou generovat neaktivni produkty. Pfesto in vitro metabolické
studie a také in vivo PK studie krys, psi a ovci ukazuji, Ze oMePUPA-V je proteolyticky stabilni.
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Tabulka 1:

Vlastnosti oMePUPA—V v porovnani se zndmymi inhibitory

Vlastnost zndma slouc. oMePUPA-V
ICs proti vazbé VLA4-VCAM-Ig 1,5 nM 2,70M

ICs proti vazbé a47-VCAM-Ig 2,7 uM > 100 uM

ICs proti adhezi aSB1-FN > 100 uM > 100 uM
Minimalni i¢inna davka na ov&éim modelu

— jednotliva davka 0,1 mg/kg 0,003 mg/kg

— opakovana davka 0,03-0,1 mg/kg 0,001 mg/kg
Krystalinita NE Ano

In vitro pharma screen 85 test 1 slaby zasah Cisty

ACE aktivita ACE substrat Cisty
Glukoronidace nizké hladiny planovano

Test Ames (mutagenita) Cisty Cisty

Ancilarni farmakologie (vedlejsi Gginky) Cisty

Systémové expozice, davka 10 mg 40 ng/ml x hod dokonceno
aerosolu (ovce)

Metabolicky profil aktivni metabolit

Oralni biol. vyuzitelnost <1% <1%

Stabilita ve velkém (40 °C, 75% rel.vlhkost) ,,nestabilni® stabilni > 4 tydny
Stabilita ve formulaci (40 °C) 0,2% degradace/den stabilni > 4 tydny

Slougeniny podle vyndlezu mohou byt upraveny do farmaceutickych prostredki, které mohou byt
podavany oralng, parenteraln€, pomoci inhalatniho spreje, mistng, rektalng, nasalng, bukalng,
vaginalné nebo pomoci implantovaného zésobniku. Termin ,,parenterdlni podavani“ zahrnuje
podkozni, nitroZilni, mezisvalové, intraartikulrni, do kloubu, intrasternalni, intratekélni, inthahe-
patikdlni, intralesionalni a intrakranialni injekci nebo infuzni techniku.

Farmaceutické prostiedky podle vynalezu obsahuji jakoukoli slougeninu podle vynalezu nebo jeji
farmaceuticky pfijatelny derivat, spole¢n& s jakymkoli farmaceuticky pfijatelnym nosiGem.
Termin ,,nosi¢* zahrnuje farmaceuticky pfijatelné adjuvanty a vehikula. Farmaceuticky ptijatelné
nosice, které mohou byt pouzity ve farmaceutickych prosttedcich podle vynalezu, zahrnuji ionto-
ménice, oxid hlinity, stearat hlinity, lecitin, sérové proteiny, jako je lidsky sérovy albumin, pufro-
vaci latky jako jsou fosfaty, glycin, kyselinu sorbovou, sorban draselny, ¢astetné glyceridované
smési nasycenych rostlinnych mastnych kyselin, vodu, soli nebo elektrolyty, jako je protamin
sulfat, hydrogenfosfore¢nan sodny, hydrogenfosforetnan draselny, chlorid sodny, soli zinku,
koloidni oxid kiemicity, trikfemi¢itan hofecnaty, polyvinylpyrrolidon, latky zalozené na celuléze,
polyethylenglykol, sodnou sil karboxymethylcelulozy, polyakrylaty, vosky, blokové polymery
polyethylen—polyoxypropylen, polyethylenglykol a lanolin.

Podle vynalezu mohou byt farmaceutické prostfedky ve formé sterilniho roztoku pro injekéni
podavani, napfiklad sterilniho vodného roztoku pro injekéni podévani nebo olejové suspenze pro
injekéni podévani. Takové suspenze mohou byt pripraveny podle technik, které jsou v této oblasti
znamé, za pouziti vhodnych dispergujicich nebo zvlhdujicich &inidel a suspendujicich &inidel.
Sterilni prostfedky pro injekéni podavani mohou byt sterilni roztoky pro injek&ni podavéani nebo
suspenze v netoxickych parenteralné pfijatelnych fedidlech, nebo rozpoustédlech, napiiklad jako
roztok v 1,3-butandiolu. Mezi pfijatelna vehikula a rozpoustédla, ktera mohou byt pouZita, patti
voda, Ringeriv roztok a izotonicky roztok chloridu sodného. Dale se jako rozpoustédlo nebo
suspendujici Cinidlo pouZivaji sterilni, stabilizované oleje. Pro tento udel je mozné pouzit
Jakykoli nedrazdivy stabilizovany olej, véetné mono— a diglyceridii. Mastné kyseliny, jako je
kyselina olejova a jeji glyceridové derivaty jsou vhodné pfi ptipravé injektovatelnych prostedk,
stejné jako farmaceuticky pfijatelné pfirodni oleje, jako jsou olivovy olej nebo ricinovy olej,
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zejména v jejich polyoxyethylenovych formach. Tyto olejové roztoky nebo suspenze mohou také
obsahovat jako fedidlo nebo dispergujici latku alkoholy s dlouhym fetézcem.

Farmaceutické prostfedky podle vynalezu mohou byt oralné podavany v jakékoli oralné pfijatel-
né davkovaci form¢ véetn& tobolek, tablet, vodnych suspenzi nebo roztokii, vynélez se vSak
neomezuje pouze na tyto ptiklady. V ptipadé tablet pro oralni podavani se jako nosi¢e bézné
pouzivaji laktéza a kukufi¢ny Skrob. Typicky se také ptidavaji mazadla, jako je stearat hofecnaty.
Pro oralni podavéani ve form¢ tobolek jsou vhodnymi fedidly laktoza a suseny kukufiény Skrob.
Pokud je pro oralni pouziti potfebna vodna suspenze, aktivni slozka se smisi s emulgatorem a
suspendujicim Cinidlem. Pokud se to poZaduje, miiZe se také p¥idat urcité sladici &inidlo, pfichut
nebo barvici ¢inidlo.

Alternativné mohou byt farmaceutické prostfedky podle vynélezu podavany ve formé &ipkd pro
rektalni podavani. Cipky se mohou piipravovat smisenim ¢inidla s vhodnou nedrazdivou pfisa-
dou, ktera je pevna pfi teploté mistnosti, ale kapalna pfi rektalni teplotg, a tak taje v koneéniku za
uvolnéni IéCiva. Takovymi materidly jsou kakaové maslo, v€eli vosk a polyethylenglykoly.

Farmaceutické prostfedky podle predkladaného vynalezu mohou byt podévany mistng, zvlasté
pokud jsou mistem 1écby mista nebo organy, které jsou dobfe pristupné pro mistni aplikaci. Patfi
mezi né oéni onemocnéni, kozni onemocnéni nebo onemocnéni konedniku. Pro kazdou z t&chto
oblasti nebo orgéanii se vhodné farmaceutické prostiedky snadno ptipravuji.

Mistni aplikace do spodniho intestinalniho traktu miiZe byt provedena pomoci rektaini &ipkové
formy (viz vySe) nebo pomoci vhodného klystyrového prostfedku. Mohou byt také pouZity mistni
transdermalni naplasti.

Pro mistni aplikaci mohou byt farmaceutické prostiedky podle predkladaného vynalezu upraveny
do vhodnych masti obsahujicich aktivni slozku suspendovanou nebo rozpousténou v jednom
nebo vice nosicich. Nosi¢e pro mistni podavani slougenin podle predkladaného vynalezu zahrnuji
mineralni oleje, kapalnou vazelinu z ropy, bilou vazelinu z ropy, propylenglykol, polyoxyethyle-
noveé slouceniny, emulgacni vosky a vodu, pfedkladany vynalez viak neni omezen pouze na tyto
priklady. Alternativné mohou byt farmaceutické prostiedky pfipraveny ve vhodném roztoku nebo
krému obsahujicim aktivni slozky suspendované nebo rozpusténé v jednom nebo vice farma-
ceutickych nosi¢ich. Mezi vhodné nosiCe patii mineralni olej, sorbitan monostearat, polyserbat
60, cetylesterovy vosk, cetearylakohol, 2—oktyldodekanol, benzylalkohol a voda, ptedkladany
vynalez v8ak neni omezen pouze na tyto piiklady.

Pro o¢ni pouZiti mohou byt farmaceutické prostiedky pfipraveny jako mikronizované suspenze
v izotonickém roztoku, pH upravené pomoci sterilni solanky, nebo, s vyhodou jako roztoky
v izotoniku, pH upravené pomoci sterilni solanky, bud’ s, nebo bez konzervaénich latek jako je
benzylakoniumchlorid. Alternativné mohou byt farmaceutické prostiedky pro o&ni pouziti
pripraveny ve formé oleje jako je kapalna vazelina z ropy.

Farmaceutické prostfedky podle predkladaného vynalezu mohou byt také podavany pomoci
nasalniho aerosolu nebo inhalaéné pomoci nebulizeru, suché praskové formy pro inhalaci nebo
odméfovaciho davkovaciho inhaldtoru. Takové prostiedky se pripravi v souladu s technikami,
které jsou odbornikiim v oblasti farmaceutickych prostiedkd znamé a mohou byt pripraveny jako
roztoky v salinu, za vyuZiti bezylalkoholu nebo jinych vhodnych konzervaénich latek, latek pod-
porujicich absorpci pro zvy3eni biologické vyuzitelnosti, fluorovanych uhlovodikii a/nebo jinych
béznych latek podporujicich rozpustnost nebo dispergujicich &inidel, Déle mohou kompozice
podle vynalezu obsahovat jakékoli farmaceuticky piijatelné noside, jako jsou naptiklad laktéza
pro suché praskové kompozice.

Mnozstvi aktivni slozky, ktera mize byt kombinovéna s nosi¢em za vzniku jedné davkové formy,
se bude ménit v zavislosti na lé¢eném pacientovi a konkrétnim zplisobu podavani. Je zfejmé, Ze
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léceném pacientovi a konkrétnim zplisobu podavani. Je ziejmé, Ze specificki davka a 1é¢ebny
rezim pro konkrétniho pacienta bude zavisly na riiznych faktorech zahrnujicich aktivitu vyuzité
slouCeniny, vék, télesnou hmotnost, celkovy zdravotni stav, pohlavi, dietu, dobu podavani,
rychlost vylu¢ovani, kombinaci IéCiva, a usudek lékafe a zavaznost choroby, kterd je 1égena.
Mnozstvi aktivni slozky miize také zavist na lé¢ebném nebo profylaktickém &inidle, se kterym je
slozka podavana.

Davkovani a Castost davek sloucenin podle predkladaného vynalezu (&inné pii prevenci, potlade-
ni nebo inhibici bunééné adheze, bude zaviset na riznych faktorech, jako je povaha inhibitoru,
velikost pacienta, cil 16¢by, povaha onemocnéni, které je 16¢eno, konkrétni pouzity farmaceuticky
prostfedek, a Usudek lékafe. Vhodné je davkovani mnoZzstvi mezi 0,001 az 100 mg/kg télesné
hmotnosti za den, s vyhodou mezi 0,01 az 50 mg/kg télesné hmotnosti za den a vyhodné&;ji asi
10 mg/kg t€lesné hmotnosti za den aktivni slozky slouéeniny podle pfedkladaného vynalezu.

Pro pouziti jako prostfedku pro nitrozilni podavani je vhodné davkovani 0,001 mg az 25 mg/kg,
vyhodné¢ji asi 0,01 mg/kg az 1 mg/kg.

V souladu s jinym provedenim, prostfedky, které obsahuji slou¢eninu podle pfedkladaného vyna-
lezu, mohou také obsahovat dal3i ¢inidla vybrana ze skupiny obsahujici kortikosteroidy, broncho-
siva, antimetabolita, imunomodulatory, antipsoriatika a antidiabetika. Specifické slou¢eniny
z t&chto tfid mohou byt vybrany ze sloudenin, uvedenych pod vhodnym nazvem v ,,Comprehensi-
ve Medicinal Chemistry®, Pergamon Press, Oxford, England, str. 970-985 (1991), coz je zde
uvedeno jako odkaz. Kromé této skupiny mohou prostfedky obsahovat sloudeniny jako jsou
theofylin, sulfasalazin a aminosalicylaty (protizanétlivé latky); cyklosporin, FK-506, a rampa-
mycin (imunosuprasivum); cyklofosfamid a methotrexat (antimetabolita); steroidy (inhala&ni,
ordlni a mistni podavani), a interferony (imunomodulatory). Déile se slouceniny podle pred-
kladaného vynalezu mohou podavat spolecné s dalsimi inhibitory bun&né adheze. Kdyz se
v kombinaci s narokovanymi inhibitory VLA—4 podava jedno nebo vice dal3ich &inidel, aktivni
slozky mohou byt formulovany spole¢né nebo alternativné mohou byt podavany v kombinaci.
Podavani jednoho nebo vice aktivnich ¢inidel v kombinaci s inhibitory VLA-4 podle vynalezu
miZe byt v podstaté soucasné nebo postupné. Odbornik pracujici v této oblasti miize snadno urdit
nejvhodnéjsi zpiisob aplikace v zavislosti na ¢inidle, které se ma podavat, pozadovaném vysledku
a pacientovi a onemocnéni, které se m4 lé¢it.

V souladu s jinymi provedenimi, predkladany vynalez poskytuje zpiisob prevence, inhibice nebo
potlateni zanétl spojenych sbunéénou adhezi a imunitnimi nebo autoimunitnimi reakcemi
spojenymi s bun€¢nou adhezi. Buné¢na adheze spojena s VLA—4 hraje kli¢ovou roli pti riiznych
zanétech, imunitnich a autoimunitnich onemocnénich. Tedy, inhibice bun&¢né adheze pomoci
slouCenin podle predklddaného vynalezu mize byt vyuzitelna p¥i zplisobech 1é¢eni nebo preven-
ce zanétlivych, imunitnich a autoimunitnich onemocnéni. S vyhodou jsou onemocnéni, ktera se
budou léCit pomoci zpisobit podle predkladaného vynalezu vybréna ze skupiny, ktera obsahuje
astma, artritidu, alergie, syndrom dychaciho stresu u dospélych, kardiovaskularni onemocnéni,
trombézu nebo Skodlivou agregaci krevnich destidek, odmitnuti transplantatu, neoplasticka
onemocnéni, psoriazu, mnohoc¢etnou sklerdzu, diabetes a zanétlivé stievni onemocnéni.

Tyto zpisoby mohou vyuzit sloucenin podle predkladaného vynalezu pti monoterapii nebo ve
spojeni s protizanétlivymi nebo imunosupresivnimi &inidly. Takové kombinované 1é&eni zahrnu-
Jje podavani ¢inidla v jednotlivé davkové formé& nebo ve vicendsobnych davkovych formach

podavanych ve stejném Ease nebo v riznych &asech.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Pfiprava oMePUPA-V
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oMePUPA-V, coz je (R)-N—[[4-[[(2-methylfenylamino)karbonyl]amino]fenyl]acetyl]-L—pro-
lyl-3—methyl)-B-alanin, se pfipravi pomoci postupné syntézy z komeréné vyrabéného Boc—(L)-
prolinu (Boc-Pro—OSU; Bachem) a hemisulfatu (R)-benzyl-3—aminobutyratu (Celgene Corp.).
Vychozi latky se kondenzuji v dichlormethanu v pfitomnosti triethylaminu, potom se pomoci 4N
roztoku kyseliny chlorovodikové v dioxanu hydrolyzuje skupina Boc a ziska se hydrochlorid,
ktery se rekrystalizuje ze smési dichlormethan a diethyletheru. Pomoci kondenzace hydrochlori-
du se sukcinimidyl-2—{4—[2—(methylfenylaminokarbonyl)}laminofenylacetitem (MPUPA—OSu),
pfipravenym z odpovidajici kyseliny, MPUPA-OH (Ricerca, Inc.), se ziska krystalicky
oMePUPA-V-benzylester, ktery se katalyticky hydrogenuje (10% pallaciem na uhlik) ve smési
tetrahydrofuranu a vody (9:1) a ziska se oMePUPA-V. Kone&ny produkt se po rekrystalizaci z
20% vodného acetonu ziska ve formé bilé pevné latky.

Souhrn fyzikalnich vlastnosti:

Chemicky nazev: (R)}-N-[[4-[[(2-methylfenylamino)karbonyl]amino]fenyl]acetyl]-L—prolyl-3—
methyl)-B-alanin,

Souhrn vzorce: CysH3oN4Os

Molarni hmotnost: 466,53

Vzhled: Cist& bily prasek

Teplota tani: 153,6 az 154,4 °C.

Schéma 1:
Ptiprava MPUPA-OSu (2) z MPUPA-OH (1)

o OH SOCl,, CH4CN, 4
A 0 -

N N 2. HOSu, TEA, ~60°, 0.5 h
CH, 1 potom t.t., 2 h. CHa

Schéma 2:
Syntéza oMePUPA-V (8) z Boc—(L)-Pro—OSu (3) a hemisulfatu benzyl<(R)-3-aminobutyratu (4)

CO,Bn 4 N HCl/ Dioxane,
BocN + /[ 2 CH,Clp, TFA BOCNi ICOZB rt..2h
—i HN" "CHy ri,2h 92% (2 kroky)
07 708U (1,50, P2 droky
3 4 5
HC!
HN > /(COan 2. DMF. TEA, 1,35 n Q\ m -i /(COan
07 N7 “CH,4 88%
H cH, B
3

1. H,/1C% Pd, 10% vod. THF
380 kPa, t.t., 25 h., 87 % /g\,r /(COZH
2. Rekrystalizace z

20 % vod. acetonu, 84 & CHa

8
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Syntéza oMePUPA-V

Synteticky postup, ktery se pouzije pro pfipravu oMePUPA-V, je popsany ve schématech 1 a 2.
Vychozi latky se ziskaji z komeréné dostupnych latek: sloudenina (1) se piipravi ve velkém
mnoZstvi spolecnosti Ricarca, Inc., painesville, OH; slougenina (3) se ziska od spolenosti
Bachem Bioscience, Inc., King Of Prusia, PA a slouenina (4) od spole¢nosti Calgene Corp.,
Warren, NJ.

Priprava oMePUPA-V:
Obecné analytické postupy (‘H NMR, *C NMR, HS, IC a HPLC)

'"H NMR se méfi bud’ na piistroji Bruker, AC 300, nebo Varian 50 nebo Varian 600 a vzorky se
analyzuji bud’ v perdeuterodimethylsulfoxidu a referencuji se vzhledem k perdeuterodimethyl-
sulfoxidu (3 2,49 ppm), nebo v deuterochloroformu a referencuji se vzhledem ke zbytkovému
chloroformu (8 7,24 ppm).

C NMR se méi bud’ na pfistroji Varin 500, nebo Varian 600 a vzorky se méfi bud’ v per-
deuterodimethylsulfoxidu a referujici se vzhledem k perdeuterodimethylsulfoxidu (8 40,5 ppm),
nebo v deuterochloroformu a referencuji se vzhledem k deuterochloroformu (8 77,0 ppm).

Hmotova spektra se méfi na spektrometru VG Platform, LC-MS-DS Mass Spectrometer Systém
se automatickym samplerem Hewlett packard Model 1500 AutoSampler a data se zpracuji
pomoci Fisons VG MassLynx Mass Spectrometer Workstation. HRMS se provadi na M—San
(PA) za pouziti ostfelovani rychlymi atomy (FAB) na hmotovém spektrometru VG Analytical
ZAB 2SE vzhledem k SOP#MS-002, MS-006, MS-012 a MS-023. pro generovéni iontd pro
ziskani hmotového spektra, které se zaznamena pomoci piistroje PDP-11-250J, se pouzije
ostfelovani ionty cesia.

IC spektra se méfi na pristroji Perkin Elmer 1600 Series FTIF.

Analyticka vysokotlakd chromatografie (HPLC) se provadi nasledujicim zpiisobem:

1. Chromatogramy za pouziti program 1 (Equilibrate @ 20 % B, nastiik vzorce, 20 % B
(1 min), 20 az 70 % B (24 min), 70 az 100 % B (70 min) se ziskaji pomoci autosampletu Perkin
Elmer Series 200 HPLC s detektorem Perkin Elmer 785A UV (nastaveno na 214 nm) a
detektorem Applied biosystems 783A UV (nastaveno na 25 nm) s PE Nelson 1020 integratorem.
Uvadi se pouze lidaje o procentech plochy.

2. Chromatogramy za pouziti programu 8 (Equilibrate @ 15 % B, nastfik vzorku, 15 % B
(I min), 15az 40% B (25 min), 40 % B (10 min) se ziskaji pomoci Applied Biosystems
400 Solvent Delivery Systém pii vinové délce 783A na UV detektoru za pouziti autosampleru
Waters 717. Data se zpracuji pomoci integratoru Hewlett Packard 3396 Series II. Integrator se
nastavi na nasledujici parametr: tlumeni = 8, zakladni linie = 5, odmitnuta plocha = 10000, 3itka
piku = 0,04, rychlost zdznamu = 2.

Kazda HPLC se provadi za pouziti kolony Vydac C~18 (velikost pori 5 p, 4,5 mm x 25 cm, kat.,
#2186TP54).

Rozpoustédlo A (voda + 0,1 % kyseliny trifluoroctové)

Rozpoustédlo B (acetonitril + 0,1 % kyseliny trifluoroctové)

Pritok = 1 ml/min

PouZiji se nasledujici gradienty:

Program 1: Equilibrate @ 20 % B, nasttik vzorku, 20 % B (2 min). 20 az 70 % B (25 minut),
100 % B (5 minut).
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Fyzikalni udaje pro 4-[[[(2-methylfenyl)amino]karbonyl]amino]fenyl]octovou kyselinu (1,
MPUPA-OH: latka vyrobena spole¢nosti Ricerca Inc.):

teplota tani 210 az 215 °C (rozklad);

IC (KBr) 3295 (3iroky pés), 3034 (Siroky pés), 1707, 1637, 1603, 1551, 1516, 1457, 1414, 1302,
1241, 1189, 1118 cm™;

'HNMR (600 MHz, perdeuterodimethylsulfoxid) & 12,28 (§s, 1H), 9,0 (s, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,88
(d, J =7,8Hz, 1H), 7,43 (d, J=8,4Hz, 2H), 7,19 (d, J=8,4Hz, 2H), 7,16 (m, 2H), 6,94 (dd, ] = 7.8,
8,4 Hz, 1H), 3,51 (s, 2H), 2,25 (s, 3H);

C NMR (150 MHz, perdeuterodimethylsulfoxid) & 173,0 (C), 152,7 (C), 138,5 (C), 137,5 <),
130,2 (CH), 129,8 (CH), 128,3 (CH), 127,5 (CH), 126,2 (CH), 122,7 (CH), 121,0 (CH), 118,1
(CH), 40,1 (CHy), 17,9 (CH);

HS (EI) m/z 285 (M+1)", 193, 152, 134, 132, 109, 108, 106, 93, 91, 57;

Elementarni analyza pro C,sH;¢N,Os: vypocteno C, 67,59; H, 5,67; N, 9,85; nalezeno: C, 67,60;
H, 5,70; N, 10,01.

Piiprava sukcinimidyl [4-[[[(2-methylfenyl)amino]karbonyl]amino]fenyl]acetatu
(2, MPUPA-OSu)

K vrouci suspenzi 150 g o—methylfenylureafenyloctové kyseliny )1, MPUPA-OH; 0,501 mol; od
Ricarca, Inc.) v 600 ml acetonitrilu (600 ml) se béhem 10 minut za energického michani p¥ida
41 ml (0,558 mol) thionylchloridu. Uvolni se velké mnostvi chlorovodiku. Reakéni smés se za
neustalého michani béhem 1,5 hodiny ochladi na teplotu mistnosti. Reakéni smés pfejde na rizo-
vou suspenzi, ke které se najednou pfida 75,5 g (0,636 mol) N-hydroxysukcinimidu (HOSu).
K této smési se b&hem 30 minut pri teploté, ktera se pomoci vodni lazng udrzuje pod 60 °C,
pfikape 174 ml triethylaminu. Michani pokraduje 2 hodiny a potom se k reakéni smési piida
destilovana voda. Pevna latka se odfiltruje a promyje 2 litry destilované vody a dvakrat 200 mi
acetonitrilu, susi se na vzduchu a potom se susi nad P,Os za vakua (asi 13,3 Pa) a ziskase 175 g
(vytézek 97 %) surového produktu ve formé bézového prasku. 174 g surového produktu se rekry-
stalizuje z 3,5 litru acetonitrilu s 10 g aktivniho uhli a ziska se 12i g MPUPA-OSu (2; vytézek
68 %) ve formé bilého prasku (Cistota vice nez 99 %).

teplota tani: 211,2 a¥ 211,8 °C;
IC (KBr): 3905-3203 (siroky pas), 1816, 1783, 1654, 1368, 1304, 1244, 1116, 1021 cm”';

'H NMR (300 MHz, DMSO—dg): § 9,04 (s, 1H), 7,92 (s, 1H),7,82 (d, 1H), 7,44 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7,24 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,15 (m, 2H), 6,93 (dd, J = 7.4, 7,3 Hz, 1H), 4,02 (s, 2H), 2.80
(s, 4H), 2,23 (s, 3H);

HS (EI, ES") m/z 382 [(M+1)'], 239, 108,106.

Fyzikalni udaje pro sukcinimidyl Boc—(L)—prolin (Boc—Pro-OSu; 3; latka ziskana od Bachem
Bioscience):

teplota tani: 132 az 136 °C;

(e (KBr)1 3456, 2940, 1731, 1619, 1561, 1541, 1497, 1454, 1395, 1337,1 259, 1202, 1118,
1060 cm™;

'H NMR (300 MHz, deuterochloroform) & 4,51 (dd, J = 3,8, 8,7HZ, 1H), 3,56 (m, 1H), 3,44
(m, 1H), 2,80 (s, 4H), 2,32 (m, 1H), 2,27 (m, 1H), 1,94 (m, 2H), 1,43 (s, 9H);

HS (El) m/z 335 (M+N,)", 279, 213, 138, 114, 86:
HPLC 97,1 %.
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Fyzikalni Gdaje pro hemisulfat benzyl—-(R)-3—aminobutyratu (4; latka ziskana od Celgene Corp.):
teplota tani 249,4 az 249,8 °C;

IC (KBr) 3515, 3383, 2989, 2945, 2880, 1821, 1788, 1744, 1701, 1476, 1454, 1421, 1394, 1368,
1260, 1241, 1202, 1159, 1077 cm™;

'"H NMR (300 MHz, deuterochloroform) & 7,85 (8s, 2 H), 7,26 (s, 5H), 5,06 (ABkv, J = 12,3 Hz,
2H), 4,35 (m, 2H), 3,73 (m, 1H), 2,92 (dd, J = 6,4, 17,1 Hz, 1H), 2,66 (dd, J = 6,4, 17,0 Hz, 1H),
1,35 (d, J = 6,5 Hz, 3H);

HS (EI) m/z 195 (M+3)", 194 (M+2)", 106, 92, 91;
HPLC 99,0%.

Ptiprava benzylesteru N—(terc.butoxylkarbonyl)-L—prolyl-3—methyl~R)—B-alaninu (5)

K dobfe michané suspenzi 66,7 g hemisulfatu benzyl-R—3—amibutyratu (4; 213 mmol) v 200 ml
dichlormethanu se pfida 53,9 g Boc(L)-Pro-Osu (3; 222 mmol) a 95 ml (681 mol) triethyl-
aminu. Reakéni smés se necha michat 2 hodiny pfi teploté mistnosti. Reakéni smés se extrahuje
mezi 1,5 litru ethylacetatu a 250 ml vody a organick4 vrstva se promyje t¥ikrat 250 ml 10%
kyseliny citronové, 250 ml vody, 250 ml nasyceného roztoku hydrogenuhligitanu sodného,
250 ml vody a tfikrat 250 ml solanky, susi se na siranem sodnym a odpa¥i se nejprve na rotadni
vakuové odparce (40 °C, 10,7 kPa) a potom za vysokého vakua (teplota mistnosti, 16 hodin;
26,7 Pa) a ziska se 88,1 g meziproduktu 5 ve formé viskozniho oleje, ktery obsahuje zbytky
ethylacetatu a dichlormethanu (podle NMR) a ma &istotu vy3s$i nez 98 % (HPLC). Tato latka se
pouZije bez Cisténi v dalsi reakci.

'H NMR (300 MHz, deuterochloroform) 8 7,30 (m, 5 H), 6,44 (§s, 1H), 5,10 (dd, J = 12,3, 14,1
Hz, 2H), 4,32 (m, 1H), 4,13 (m, 1H), 3,34 (s, 2H), 2,48 (d, J = 5,1 Hz, 2H), 2,1 (m, 2H), 1,75
(8s, 2H), 1,40 (s, 9H), 1,17 (d, J = 6,0 Hz, 3H);

HS (EI): m/z 413 [M+Na]’, 313, 291, 191, 194, 165, 91.

Ptiprava hydrochloridu benzylesteru L-prolyl-3-methyl (R )}-B-alaninu (6)

K meziproduktu 5 z pfedchozi reakce se postupné ptida 240 ml roztoku 4N kyseliny chlorovodi-
kové v dioxanu. Dochazi k silnému uvoliiovéani plynu (pozor exotermni). Reakéni smés se necha
michat 2 hodiny pfi teploté mistnosti a potom se odpafi nejprve na rotadni odparce (45 °C,
10,7 kPa) a potom pfes noc za vysokého vakua (teplota mistnosti, 14 hodin, 26,7 Pa) a ziska se
mimoradné viskézni latka, kterd se krystalizuje ze smési dichlormethanu a etheru (600 ml/
700 ml) a ziska se 64,0 g (celkovy vytéZek po dvou krocich 92 %) hydrochloridu 6 ve formé bilé
pevné latky (HPLC ¢&istota 99,6 %).

teplota tani: 119,8 az 120,5 °C

IC (KBr)I: 3217, 3072, 2904, 2756, 1736, 1681, 1560, 1446, 1387, 1352, 1295, 1244, 1178,
1096 cm™;

'HNMR (500 MHz, deuterochloroform) 8 10,21 (3s, 1 H), 8,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,77 (8s, 1H),
7,24 (m, 5H), 5,00 (s, 2H), 4,52 (8s, 1H), 4,22 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 3,33 (3s, 2 H), 2,67 (dd, ] =5,5,
15,5 Hz, 1H), 2,44 (m, 2H), 1,89 (m, 3H), 1,15 (d, J = 6,5 Hz, 3H);

"C NMR (125 MHz, deuterochloroform) & 171,03 (C=0), 167,67 (C=0), 135,58 (C), 128,43
(CH), 128,13 (CH), 128,06 (CH), 66,34 (CH,), 59,71 (CH), 46,55 (CH,), 43,34 (CH), 40.42
(CH3), 30,50 (CHy), 24,23 (CH), 19,92 (CHs);

HS (EI) m/z 291 [M-CI]", 199, 194, 160, 139, 92, 91;

Elementarni analyza pro C;sH»;N,05Cl: vypodteno C, 58,80; H, 7,094; N, 8,57; nalezeno: C,
58,95; H, 6,99; N, 8,46.
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Ptiprava benzylesteru N—{[4-{[[(2-methylfenylamino)karbonylJamino}fenyl]acetyl]-L—prolyl-3—
methyl)+(R)~B-alaninu (7)

K roztoku 61,77 g hydrochloridu 6 (189 mmol) ve 125 ml dimethylformamidu se prida 69,39 ¢
MPUPA-Osu (2; 181,9 mmol) a potom 90 ml triethylaminu (pH 10). Reak&ni smés se nechd
michat 3,5 hodiny a potom se zfedi 1 litrem ethylacetatu a tiikrat se extrahuje 250 ml vody. Nyni
se zalne srazet produkt. K organické vrstvé se pfida 250 ml 10% roztoku kyseliny citronové
(pozor exotermni) a po protfepani vznikne velké mnozstvi srazeniny. Pevna latka se odfiltruje na
frit¢ (2L, M). Pevna latka se promyje dvakrat 250 ml 10% kyseliny citronové, 250 ml vody,
dvakrat 250 ml nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného, 250 ml vody a tfikrat 250 ml
solanky a potom se za sani susi na nalevce (asi 10,7 kPa) pies noc (asi 14 hodin) a ziské se bélava
pevna latka, ktera se rekrystalizuje ze smési tetrahydrofuranu a diethyletheru (1 litr/1,4 litru) a
ziska se 83,3 g slouCeniny 7 (HPLC ¢istota 99,6 %) ve formé bilé pevné latky.

Filtrat se potom tfikrat promyje 250 ml 10% kyseliny citronové, 250 ml vody, dvakrat 250 ml
nasyceného roztoku hydrogenuhligitanu sodného, 250 ml vody a tiikrat 250 ml solanky. Pfi kaz-
dé dal$im promyti vodnym roztokem se srazi dalsi sloudenina; promyvani pokradovalo a ddvalo
se pozor, aby se neztracela srazenina. Po filtraci se ziska 4,02 g produktu ve formé bilé pevné
latky. Filtrat se nakonec ziedi 1 1 etheru, filtruje se a ptemyje se tiikrat 100 ml diethyletheru a
ziska se dalSich 1,67 g bilé pevné latky. Celkovy vytézek této reakce je 88 %.

teplota tani: 153 az 153,5 °C

IC (KBr) 3342, 3307, 3119, 2966, 13737, 1702, 1643, 1590, 1543, 1514, 1455, 1414, 1308, 1238,
1179 cm'l;

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): smés rotameri 3:2 (piky pfevladajici konformace): & 9,00
(3s, TH), 7,91 (8s, 1H), 7,84 (d, ] = 8,3 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,40 — 7,28 (m, 7H),
7,13 (3h), 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,92 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 5,06 (ABkv, J = 12.2 Hz,
Dn = 8,9 Hz, 2H), 4,18 (dd, J = 3,4, 8,8, Hz, 1H), 4,10 (kvintet, ] = 6,8 Hz, 1H), 3,57 (m, 2H),
3,50 - 3,22 (m, 3h), 2,62 — 2,37 (m, 2H), 2,23 (s, 3H), 2,18 — 1,68 (m, 3H), 1,05 (d,J=6,8 Hz,
3H) a (piky minoritni konformace): 8 9,00 (3s, 1H), 7,91 (§s, 1 H), 7,84 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,15
(d, J =83 Hz, 1 H), 7,40 — 7,28 (m, 7H), 7,13 (3H), 7,06 (d, ] = 8,8 Hz, 1H), 6,92 (t, J = 7,3 Hz,
1H), 5,01 (ABkv, J = 12,2 Hz, Dn = 19,0 Hz, 2H), 4,32 (dd, J = 2,4, 8,8 Hz, 1H), 4,22 (kvintet,
J=6,8 Hz, 1H); 3,57 (m, 2H), 3,50 - 3,22 (m, 3H), 2,62 — 2,37 (m, 2H), 2,23 (s, 3H), 2,18 - 1,68
(m, 3H), 1,10 (d, J = 6,8, 3H);

C MR (125 MHz, DMSO—dg): smés rotamert, (piky prevladajici konformace): 8 170,0 (C=0),
170,52 (C=0), 169,18 (C=0), 152,61 (C=0), 138,10 (C), 137,38 (C), 136,04 (C), 130,05 (CH),
129,63 (CH), 129,47 (CH), 128,58 (C), 128,28 (CH), 127,89 (CH), 127,85 (C), 126,02 (CH),
122,50 (CH), 117,90 (CH), 117,81 (CH), 65,4,4 (CH,), 59,61 (CH), 47,04 (CHy), 41,75 (CH),
40,41 (CHy), 40,00 (CH.), 29,29 (CHy), 24,13 (CH,), 19,88 (CH3), 17,78 (CH;) a (piky minoritni
konformace): § 170,94 (C=0), 170, 52' (C=0), 169,31 (C=0), 152,61 (C=0), 138,10 (C), 137,38
(C), 136,04 (C), 130,05 (CH), 129,63 (CH), 129,47 (CH), 128,65 (C), 128,28 (CH), 127,89 (CH),
127,85 (C), 126,02 (CH), 120,940 (CH), 117,90 (CH), 117,81 (CH), 65,44 (CHy), 59,91 (CH),
46,51 (CH,), 42,01 (CH), 40,13 (CH,), 39,84 (CH,), 31,75 (CH,), 22,11 (CH,), 20,05 (CH3),
17,78 (CH;);

HS (EI) m/z 579 [M+Na]'", 557, 454, 426, 357, 336, 293, 267, 201;

Elementarni analyza pro C3,H;eN,Os: vypoéteno C, 69,05; H, 6,52; N, 10,07; nalezeno: C, 68,87,
H, 6,52; N, 9,93.

Ptiprava N—[[4—[[(2—methylfenylamino)karbonyl]amino]fenyl]acetyl]—L—prolyl—3methyl)—(R)—
B-alanin (8; oMePUPA-V)

Roztok 80,18 g OMePUPA-V—-OBn (7) v 800 ml smé&si tetrahydrofuranu a vody (9:1) se hydro-
genuje pfi tlaku vodiku 0,38 MPa v p¥itomnosti 2,44 g 10% palladia na uhli. Po 25 hodinach se
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reakéni smés filtruje pres Solka Floc® (144 g; Fiber Sales & Development Corp.) na nalevce
s fritou. Filtrat se potom znovu filtruje pres dalsi liizko z Solka Floc® (115 g), odpafi se asi na
250 ml a postupné se nalije do 3 litrG dobfe michaného toluenu. Suspenze se necha michat 0,5
hodiny, filtruje se pfes 21 nalevku s kiemelinou a ziskany bily prasek se neché susit nejprve na
nélevce za sani (10,7 kPa; 0,5 hodiny) a potom se vakuové suarné (14 hodin; 45 °C; tlak upra-
ven na 3,33 kPa za pritoku dusiku). Bilé hrudky a rozdrti (tfeci miska s tlou¢kem) na jemny pra-
Sek a ziska se 58,3 g (vytézek 87 %) oMePUPA-V ve formé bilé pevné latky. Produkt se rekry-
stalizuje ze smési acetonu a vody (320 ml/75 ml). Krystaly se odfiltruji a susi se nejprve na na-
levce s fritou za séani (1 hodina, 107 kPa) potom ve vakuové susarné (25 hodin; 45 °C, tlak upra-
ven na 3,33 kPa pomoci pritoku dusiku) a ziska se 47,0 g (84 % po krystalizaci) oMePUPA—V
ve formé bilé pevné latky (HPLC &istota 99,1 %), teplota tani 153,6 az 154,4 °C;

IC (KBr) 3354, 3307, 1719, 1643, 1590, 1543, 1514, 1449, 1414, 1308, 1237 cm';

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): smés rotamerii 3:2 (piky pro prevladajici konformaci): § 12,21
(3s, 1H), 8,99 (s, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,87 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,68 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.40
(d, J=8,6Hz, 2H), 7,17 (d, J=5,9Hz, 2H), 7,15 (d, J=7,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 7,9, 8,2 Hz, 1H),
6,94 (dd, J = 7,3, 7,3 Hz, 1H), 4,22 (dd, J = 3,3, 8,8 Hz, 1H), 4,06 (m, J = 6,6 Hz, 1H), 3,47
(dd, 1H), 3,44 (d, J = 15,0 Hz, 1H), 3,37 (dd, 1H), 3,29 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 2,46 (dd, 1H), 2,27
(m, 1H), 2,25 (s, 3H), 1,99 (m, 1H), 1,80 (m, 1H), 1,79 (m, 1H), 1,76 (m, 1H), 1,07
(d,J = 6,6 Hz, 3H) a (piky pro minoritni konformaci): & 12,21 (§s, 1H), 8,99 (s, 1H), 7,90 (s, 1H),
7,87 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,12 (d, J=8,2Hz, 1H), 7,40 (d, J=8,6Hz, 2H), 7,16 (d, J=5,9Hz, 2H),
7,15 (d, J=7,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 7,9, 8,2 Hz, 1H), 6,94 (dd, J = 7,3, 7,3 Hz, 1H), 4,34
(dd,J =18, 8,4 Hz, 1H), 4,18 (m, J = 6,6 Hz, 1H), 3,60 (m, 2H), 3,59 (m, 1H), 3,48 (m, 1H),
2,47 (dd, J = 6,6, 15,4 Hz, 1H), 2,40 (dd, J = 6,6, 15,4, Hz, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,15 (m, 1H), 1,83
(m, 1H), 1,91 (m, 1H), 1,77 (m, 1H), 1,12 (d, J = 6,6 Hz, 3 H);

C NMR (150 MHz, DMSO—de) (piky pro pievladajici konformaci): § 172,4 (C=0), 170,9
(C=0), 169,3 (C=0), 152,6 (C=0), 138,2 (C), 138,5 (C), 130,2 (CH), 129.,8 (CH), 129,6 (CH),
128,7 (C), 127,4 (C), 126,1 (CH), 122,6 (CH), 120,9 (CH), 118,0 (CH), 117,9 (CH), 59,7 (CH),
46,6 (CH,), 41,7 (CHy), 40,6 (CHy), 40,2 (CH,), 29,4 (CH,), 22,2 (CH,), 19,9 (CH3), 17,9 (CH3)
a piky pro minoritni konformaci): § 172,5 (C=0), 171,0 (C=0), 160,5 (C=0), 152,7 (C=0),
138,19 (C), 137,5 (C), 130,2 (CH), 129,8 (CH), 129,6 (CH), 128,8 (C), 127,4 (C), 126,1 (CH),
122,6 (CH), 120,9 (CH), 118,0 (CH), 117,9 (CH), 59,9 (CH), 47,1 (CH,) 42,0 (CH,), 39,8 (CH,),
40,3 (CHy), 31,8 (CH,), 24,2 (CH,), 20,2 (CH3), 17,9 (CH;);

HS (EI) m/z 468 [M+H]", 336, 267, 137;

Elementérni analyza pro C,sH3N,Os: vypoéteno C, 64,36; H, 6,48; n, 12,01; nalezeno: C, 64,07,
H, 6,40; N, 11,85.

Ptiklad 2
Aktivita na ov&¢im modelu alergického zanétu plic

Pouziji se alergické ovce o hmotnosti 27 az 50 kg. U vech ovei se nejprve prokazal vyvoj jak
Casné, tak pozdni bronchialni odezvy na nebulizovany alergen Ascaris suum. Ovce byly pfi
védomi a byly drZeny v upraveném nakupnim voziku v poloze vleZe s imobilizovanou hlavou. Po
mistni anestézii nosni dutiny 2% lidokainem se pfes nozdry zavede balénovy katétr do dolni &asti
Jicnu. Zvifata se intubuji upevnénou endotrachealni trubici pies druhou nozdru za pouziti flexi-
bilniho bronchoskopu z optickych vlaken jako vodice. VSechny postupy pouzité pfi této studii
Jsou odsouhlaseny Mount Sinai Medical Center Animal Research Committe, ktery je zodpovédny
za zajiSténi humanniho zachéazeni a pouZiti pokusnych zvitat. Pleuralni tlak se upravi za pouziti
esofagialniho balénového katétru (naplnéného 1 mi vzduchu), ktery se umisti 5 az 10 cm od gas-
troesofageélniho spojeni. V této poloze se koncovy expiracni pleurdlni tlak pohybuje mezi —2 az
=5 cm H,0. Jakmile se balén umisti, zajisti se, aby ziistal ve stejné poloze b&hem celého pokusu.
Lateralni tlak v dychaci trubici se mé¥i katétrem s postrannim otvorem (vnitfnim pramér 2,5 mm)
zavedenym pfes endotrachelni trubici a umisténym distalné ke konci endotrachealni trubice.
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Trachedlni a pleurdlni tlakové katétry se piipoji k diferencialnimu méni¢i tlaku (MP45, Validyne,
Northridge, CA) pro méfeni transpulmonarniho tlaku, ktery se definuje jako rozdil mezi trachel-
nim a pleurdlnim tlakem. Pritok vzduchu se m&¥i pfipojenim proximalniho konce endotrachealni
trubice k pneumotachografu (Fleisch, Dyna Sciences, Inc., Blue Bell, PA). Signaly transpulmo-
narniho tlaku a pritoku se zaznamenavaji na multikanalovém fyziologickém zdznamovém zafize-
ni, které je pfipojeno na osobni pocitat 80-386 DOS pro on line vypodet stiedni resistence prito-
ku plicemi (R.) pomoci déleni zmény transpulmonarniho tlaku zmé&nou toku sttedniho objemu
nadechu (ziskaném digitélni integraci). Pro ziskani R, v cmH,O/I/se se pouZije pramér nejméné 5
dechi, bez polykani artefaktu. Okamzit& po méfeni Ry se mé¥i hrudni objem plynu (Vi) v télnim
plethysmografu s konstantnim objemem za ziskani specifické resistence plic (SR, = Ry, x Vi) v
L x cmH,0/1/sec.

V3echny kapalné déavkované aerosoly se generuji za pouziti lékai'ského vzduchového nebulizéru
(Raindrop™, Puritan Bennett, Lenexa, KS), ktery poskytuje aerosol se stfednim aerodynamickym
primérem 3,2 um, coz se uréi pomoci Andersenova kaskadového impaktoru. Nebulizér se pfipoji
k dozimetrickému systému, skladajicimu se ze solenoidového ventilu a zdroje stlaGeného
vzduchu (137,09 kPa). Vystup z nebulizéru vede do plastového kusu ve tvaru 5, jehoz jeden
konec je pfipojen k vdechovému portu pistového respiratoru (Harvard Apparatus, S. Natic, MA),
Solenoidovy ventil se aktivuje na jednu sekundu na zadatku vdechovaciho cyklu respiratoru.
Aerosol se doruCuje v tidalnim objemu 500 ml a pii Getnosti 20 vdechii za minutu. Pro hodnoceni
bronchiélni citlivosti se vytvofi kumulativni kiivky odezvy na koncentraci karbacholu pomoci
meteni SR, okamZité po vdechnuti pufru a po kazdém nasledném podani 10 vdechi zvysujici se
koncentrace karbacholu (0,25, 0,5, 1,02,0 a 4,0 % hmotnost/objem v purovaném salinu). Test
drazdivosti se ukon¢i, kdyz SR, vzroste nad 400 % vzhledem k hodnoté po podani salinu nebo po
podani nejvyssi koncentrace karbacholu. Bronchialni citlivosti se hodnoti uréenim kumulativni
koncentrace karbacholu (v dechové jednotce), ktera zvysi SR. o 400 % vzhledem k hodnoté po
podani salinu (PCy00) pomoci interpolace kiivky odezvy na davku. Jedna dechové jednotka (BU)
se definuje jako jeden vdech 1% (hmotn./obj.) nebulizovaného roztoku karbacholu,

Davky oMePUPA-V se rozpusti bud’ ve smési ethanolu a normalniho salinu 1:2, ve smési
ethanolu a 200 mM fosforetnanu sodného 1:5, nebo pufru Tris. Kdyz se pouzije Tris, p¥ipravi se
Jakékoli pozadované zfedéni za pouziti normélniho salinu. Dévky se pfipravi v celkovém objemu
3az5ml

Pii vSech studiich se zakladni linie citlivosti dychacich cest (tj. PCuago) uréi tfi az &tyti dny pred
zatatkem studie. Pfi pfedb&zné studii s jednou davkou se zmé&¥i SR, a zvitata se 16 sloueninou
nebo vehikulem. SR, se m&¥i 2 hodiny po 16¢bé (t&sné pfed stimulaci) a potom se zvifata stimu-
luji alergenem. Pfi studii s mnoha davkami, zaginajici 4 dny pfed stimulaci alergenem, se zvitata
1é¢i jedno denné po dobu 4 dni a stimuluji se alergenem 24 hodin po posledni davce. SR se méfi
pfes a po posledni dévce sloudeniny nebo vehikula. P¥i viech studiich se SR, preméfuje
okamzit€ po stimulaci alergenem, po hoding 1 aZ 6 hodin po stimulaci a po piil hoding 6,5 az
8 hodin po stimulaci alergenem. Urgeni citlivosti dychacich cest (PCyg0) po stimulaci se provede
24 hodin po stimulaci alergenem.

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka priméru. Zména SR, se vypoite
pro kazdou ovci jako rozdil vzhledem k zakladni linii SR pfed testem. Zmény SR, po stimulaci
se charakterizuji pomoci &asné odezvy dychacich cest (EAR), ktera se vyvine v obdobi mezi 0 az
4 hodinami. Potom nasleduje pozdni odezva dychacich cest (LAR), ktera se vyvine asi 4 az
8 hodin po stimulaci alergenem. Plochy pod EAR a LAR kiivkami se vypoctou pro kazdé zvire
za pouziti lichobéznikového pravidla. Vyznamné snizeni plochy pod kfivkami EAR a LAR
vzhledem ke kontrole placebem se povazuje za terapeuticky ucinek za zménu SR, vyvolanou
alergenem. Citlivost dychacich cest na karbachol (PCyq) testované pied a 24 hodin po stimulaci
alergenem se vyjadi jako pomé&r PCyg po/pred stimulaci) pro kazdou ovei. Vyznamné zvyseni
poméru PCyp vzhledem ke kontrole placebem se povazuje za terapeuticky ucinek. Porovnani
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s kontrolou placebem se provadélo za pouziti jednofaktové analyzy rozptylu, po které nasledoval
Dunnettiv test (jednostranny) pro vicenasobné srovnani s kontrolou. Porovnani, kterd vedou
k p<0,05 se povazuji za statisticky vyznamna.

Obr. 1 ukazuje inhibi¢ni odezvu na divku oMePUPA-V ve formé aerosolu z ovci senzitizo-
vanych Ascaris suum 2 hodiny po davkovéani. Levy panel ukazuje zménu specifické resistence
plic SRy, cm H,O/sec. Pravé panely ukazuji citlivost dychacich cest k inhalovanému karbacholu
(pomér PCuq, pted/po stimulaci) uréenou 24 hodin po stimulaci. oMePUPA-V pfi davkach
0,01 az 0,03 mg nevykazuje ¢asnou nebo pozdni odezvu dychacich cest nebo neméni precitli-
vélost ke karbacholu 24 hodin po &elenzovani alergenem. Davky 0,1, 1 a 3 mg inhibuji ¢asnou
odezvu dychacich cest a maximalng inhibuji pozdni odezvu dychacich cest. Tyto davky také
inhibuji pfecitlivélost ke karbacholu 24 hodin po stimulaci alergenem. Statistick4 analyza téchto
(daji je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2

Lé&ba Davka Vehikulum |n EAR LAR PCupo
(mg) {ASR,xh) {ASR,xh) (po/pFed)

Davka 2 hodiny pfed stimulaci alergenem

PBS 12 5,850, 62 4,85£0,69 0,45+0,03

oMePUPA-V 0,01 EtOH:NS 2 6,87+£0,05 5,11%1,46 0,44+0,04
0,03 EtOH:NS 2 10,62+3,91 3,58+0,23 0,43+0,00
0,10 EtOH:NS 4 2,54%0,74* [0,67%0,17* {0,18%0,11~
1,00 EtOH:PBS 2 2,1440,70 0,27+0,34* 1,0540,11*
3,00 EtCH:PBS 2 2,470,862 0,6820,07* 1,07+0,08*

Ovce pfirozené citlivé na Ascaris suun se stimuluji aerosolem alergenu Ascaris suun 2 hodiny po
podani aerosolu oMePUPA-V v uvedenych davkach nebo 24 hodin po posledni davce
oMePUPA-V pfi opakovaném dennim podavani po dobu 4 dnii, ktera je nizsi, nez je zakladni
linie nebo ekvivalentniho mnoZstvi PBS. Cinnost plic, oznadena Jako zména specifické resistence
dychacich cest vzhledem k hodnot& zakladni linie pfed studii, se m&fi 8 hodin po stimulaci
alergenem. Casné odezva dychacich cest (04 hodiny, EAR) a pozdni odezva dychacich cest
(4-8 hodin, LAR), se vyjadti jako priméma plocha pod A kiivky specifické resistence plic
vzhledem k ¢asu + smérodatna odchylka priméru. Resistence dychacich cest k inhalovanému
karbacholu se urdi pred zacatkem studie a 24 hodin po stimulaci alergenem. Citlivost dychacich
cest se uvadi jako pomér PCygp (mnoZstvi karbacholu potiebného ke zvyseni resistence 0 400 %)
porovnanim hodnot pred a po stimulaci.

* = p<0,05 ve srovnani s PBS kontrolou, jednofaktorové analyza rozptylu, nasledovana Dunnet-
tovym testem pro vicenasobné porovnani s kontrolni skupinou. Ukazuje statisticky vyznamny po-
kles EAR nebo LAR nebo vyznamny vzriist poméru PCyg vzhledem ke kontrolni skupiné PBS.

Drazdivost pti jedné davce
Zadna z davek oMePUPA—V pouZitych ve vySe uvedené studii nema drazdivy Gdinek, coz je

zfejmé ztoho, ze nedochézi ke zmé&né& resistence dychacich cest vzhledem k zakladni linii
resistence po stimulaci alergenem Ascaris suum. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 2.

Studie pti opakovanych davkach

Obr. 3 ilustruje, ze 0,03mg ddvka oMePUPA-V, ktera se ukézala Jjako netcinna, kdyZ se pouzije
pfi jednodavkovém predb&zném lééeni, je viak adinna, kdyz se podava jednou denné& po dobu
4 dni, kdyZ se stimulace antigenem provede 24 hodin po posledni davce. Horni a dolni levé
panely ukazuji, Ze tento udinek byl ziejmy pii pouziti dvou riznych formulaci. Precitlivélost ke
karbacholu po dalsich 24 hodinach byla také maximalng inhibovand, coZ je zfejmé z horniho a
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dolniho pravého panelu na obrazku 3. Ochranny u&inek oMePUPA~V byl vyznamny proti EAR a
LAR a proti precitlivélosti ke karbacholu a kvantitativni analyza je uvedena v tabulce 3.

Vysledky této studie ukazuji, ze jednotlivé predb&zné 1é&eni malou molekulou inhibitoru VLA,
oMePUPA-V, ve formé aerosolu miize chranit proti asné a pozdni odezvé dychacich cest vyvo-
lané alergenem a ARH po drazdéni alergenem na modelu alergickych ovci. Pti jakychkoli dav-
kach oMePUPA-V podavanych jednotlivé pfi pfedbézném lé¢eni nedochazi k zadnému drazdivé-
mu (¢inku na dychaci cesty. Vysledky také ukazaly, ze Gi¢inna davka oMePUPA-V se miize
sniZit pfi viceCetné 1€Cbe. Spoledné tyto Gdaje poskytuji jasny diikaz toho, ze adhezni drahy
VLA—4 hraje rozhodujici ilohu v patofyziologickych indikatorech (LAR a AHR) delsich zanétli-
vych stavil, které jsou vyvolany v dychacich cestach alergickych ovci po podrazdéni alergenem.

Tabulka 3

Lécba Davka vehikulum |n EAR LAR PCeoo

{mg) (ASR,xh)} (ASR,xh) (po/pEed)
Davka jednou denné po dobu 4 dni, stimulace alergenem 24 hodin po posledni
davce

PES g 4,3310,81 4,96%0,40 0,38+0,03
oMePUPA-V | 0,03 EtOH:NS 4 1,53%0,34* 0,59+0,16* 1,06+0,04*
0,03 Tris:NS 4 1,40+0,35* |0,02%0,06* 1,04%0,04*

Ovece, piirozené citlivé na Ascaris suun, se stimuluji aerosolem alergenu Ascaris suum 24 hodin
po posledni davce pfi opakovaném dennim podavani oMePUPA-V pfi dévce nizsi, nez je zaklad-
ni linie, nebo ekvivalentniho mnozstvi PBS po dobu 4 dnd. Plicni mechanika, oznadené jako
zména specifické resistence dychacich cest vzhledem k hodnoté zakladni linie pied studii, se m&¥i
8 hodin po stimulaci alergenem. Casna odezva dychacich cest (04 hodiny, EAR) a pozdni odez-
va dychacich cest (4-8 hodin, LAR) se vyjadii jako priméma plocha pod k¥ivkou specifické
resistence plic vzhledem k asu + smérodatna odchylka priméru. Resistence dychacich cest
k inhalovanému karbacholu se ur&i pied zatatkem studie a 24 hodin po stimulaci alergenem.
Citlivost dychacich cest se uvadi jako pomér PCyq (mnozstvi karbacholu potiebného ke zvyseni
resistence o 400 %) porovnanim hodnot pied a po stimulaci.

* = p<0,05 ve srovnani s PBS kontrolou, jednofaktorové analyza rozptylu, nasledovana Dunnet-
tovym testem pro vicendsobné porovnani s kontrolni skupinou. Ukazuje statisticky vyznamny po-
kles EAR nebo LAR nebo vyznamny vzriist pomé&ru PCyg, vzhledem ke kontrolni skupiné PBS.

Priklad 3
Aktivita na modelu piecitlivélosti zpozdéného typu

Studie na modelu &ervenych krvinek ovci

Pro vSechny pokusy se pouZiji samice specifického druhu mysi Balb/c prosté patogenu ve véku 8§
az 10 tydni od Jackson Labs. Zvifata se krmi a napaji podle libosti. Buriky Eervenych krvinek
ovci (SRBC) v roztoku Alsever ze stejné ovce se ziskdvaji tydn& z Charles River Pharm. Services
(Southbridge, MA). sRBC se peletuji odstfedénim p¥i 1000g po dobu 10 minut pti 4 °C a jaky-
koli viditelny povlak buiikami ,,buffy* se odstrani. Buiiky se potom promyji salinem. Buné&na
peleta se suspenduje v salinu a odedte se za pouziti hemocytomatru. Butiky se zfedi ve fosfa-
tovém pufrovaném salinu (PBS) na 2x10® sRBC na ml. Ve dni 0 se mys$i senzitizuji pomoci s.c.
injekce 2x10” SRBC ve 100 pl PBS. Ve dni 5 se SRBC pripravi stejné, jako je uvedeno vyse, ale
zfedi se v PBS na kone&nou koncentraci 4x10° sSRBC na ml. Z tohoto preparatu se 25 pl injektoru
s.c. do chodidla pravé zadnf kon&etiny.

Pro enteralni podavani sloudeniny se oMePUPA-V (Lot# 2770-029) formuluje ve vehikulu
obsahujicim 60 % PEG 400 v 0,02M Tris za ziskani zasobniho roztoku o koncentraci 5 mg/ml.
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Ve vehikulu obsahujicim PEG/TRIS se pfipravi vhodna ziedéni a podavaji se enteralng v objemu
100 pl. Anti-VLA—4 protilatka (PS/2) se zfedi v salinu pfi koncentraci 4,3 mg/kg a podava se
intraperitonedin€ v objemu 100 ul. Vechny lé&iva se podavaji okamzité po stimulaci SRBC.

Otok nestimulované (levé) kontrolni konGetiny a stimulované (pravé) zadni kongetiny se méfi za
pouZziti posuvného méfitka od Mitutoyo (Model #304-196, Dyer, Lancaster, PA) 20 hodin po
stimulaci kongetiny. Udaje jsou vyjadieny jako zména tloustky chodidla, ktera se uréi ode&tenim
tloustky levé zadni koncetiny a pravé zadni konéetiny. Zmény v tloustce chodidla se porovnaji
za pouziti oboustranného Studentova t—testu.

Anti-VLA-4 protilatka PB/S pii davce 4,3 mg/kg intraperitonealné inhibuje otok asi z 30 %,
zatimco oMePUPA-V podavani enteralng pfi davce 20 mg/kg je na tomto modelu bez a&inku
(udaje nejsou uvedeny). Studovala se uéinnost oMePUPA—V podavané pii davce 20 mg/kg
enteralnim zplsobem na DTH modelu indukovaném sRBC u my3i a nebyl zjistén zadny aginek.

Ptiklad 4
Aktivita na modelu piecitlivélosti zpozdéného typu

Pro viechny studie se pouZiji dvacetigramové samice mysi Balb/c prosté viru (Jackson Labora-
tories, Bar Harbor, ME) umisténé po Ctyfech na jednu klec v mikrolizovanych klecich v zatizeni
prostém vird Biogen a dostavaji podle libosti krmivo pro mysi a maji k dispozici kohoutek
s vodou. Mysi se anestetizuji sm&si ketamin:xylazin (90:10 mg/kg, i.p.). 3 cm’ kiiZe na biise se
oholi a kiize se omyje 70% ethanolem. Na holé misto se jednotné aplikuje 25 ul 0,5% DNFB ve
smési 4:1 objemové acetonu a olivového oleje jako vehikula. Kéze se lehce poskrabe koncem
pipety, ¢imz se vyvola lehky zan&t. My$ se poloZi naznak do své klece a necha se vzpamatovat
zanestézie. O 24 hodin pozdé&ji po Gvodni senzitizaci se mysi znovu senzitizuji 25 ul 0,5%
DNFB ve vehikulu na stejném mist na kiizi na btise, znovu nasleduje lehké poskrabani na
Spi¢kou pipety. Pfi druhé senzitizaci se my3i neanestetizuji. Ve dni 5 (asi 120 hodin po prvni
senzitizaci) se po stimulaci imunitni odezvy pouzije podiritujici davka senzitizéru (0,2% DNFB
ve smési 4:1 (objemové) acetonu a olivového oleje jako vehikulu). Mysi se anestizuji smési
90:10 mg/kg ketaminu:xylazinu i.p. a na hibetni stranu levého ucha se aplikuje 10 pl 0,2%
DNFB. Na pravé ucho se stejnym zpiisobem aplikuje smés 4:1 objemové acetonu a olivového
oleje jako vehikula. Béhem nasledujicich 24 hodin se vyvinu dvoufazové odezva otoku ucha, coz
Je uvedeno na obrazku 4. 24 hodin po stimulaci se mysi znovu anestetizuji smési ketaminu a
xylazinu a zméfi se jim pomoci posuvného méFidla tloustka obou usi s ptesnosti na 10™ palce
(0,000254 cm).

Oréln€ se pomoci sondy 4 hodiny po stimulaci imunitni odezvy ve dni 5 podavaji slougeniny
(100 pl) nebo vhodné vehikulum (dimethylsulfoxid [DMSO] v izotonickém fosfatem pufrova-
ném salinu [PBS], 100 ul). Pro kazdy test se pouZije skupina 8 mysi. oMePUPA-V (¢&islo Sarze
2044-076) se rozpusti v destilované vodé pridanim 0,5% fosforednanu sodného Jjako pufru, pH
8,8 a 3 % dimethylsulfoxidu. Otok ucha pro kazdou mys se vypocte jako rozdil mezi tloustkou
ucha stimulovaného vehikulem a DNFB 24 hodin po stimulaci. Typicky otok ucha indukovany
DNFB je 65-75x10" palce. Inhibice otoku ucha se urdi i porovnanim Ié¢ené skupiny se skupinou
o3etfenou vehikulem. Statisticky vyznam rozdilu mezi léSenymi skupinami se hodnoti za pouziti
Jednofaktorové analyzy rozptylu, po které nasleduje Dennettiiv test pro mnohocetné porovnani
s kontrolni skupinou (Systat, SPSS Inc.) za pouziti P<0,05. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér
* smérodatné odchylka priméru (SEM).

Obr. 4 porovnava otok ucha méfeny 24 hodin po stimulaci DNFB u mysi, které dostaly vehiku-
lum (DMSO, PBS), pozitivni kontrolni sloueninu (podavanou pti 0,03 pg/kg) nebo 0,03 nebo
0,3 mg/k oMePUPA-V, podavané enteralng 4 hodiny po DNFB stimulaci (horni panel). Procen-
tualni inhibice zpisobena 1é&bou je uvedena na dolnim panelu. Ob&é davky oMePUPA-V
vyznamné inhibuji otok ucha v podobném rozsahu, Jako je tomu u pozitivni kontrolni slougeniny.
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Jedna enteralni davka 0,03 nebo 0,3 mg/kg oMePUPA-V podana 4 hodiny po stimulaci DNFB
miZe vyznamné inhibovat otok ucha na modelu kontaktni pfecitlivélosti u mysi.

Piiklad 5
Biochemie

5.1 Afinita receptoru oMePUPA-V méfena pomoci konjugatu VCAM-IG alkalické fosfatazy
pfi testu pfimé vazby VCAM-Ig (DBA)

VCAM-Ig se ptipravi a Cisti podle postupu popsaného v Jakubowski, A., a kol. Cell Adhesion
and Communication 3:131-142, (1995). Konjugace k teleci intestinalni fosfataze (pro t&ely §t&-
peni chromogenniho substratu) se provede podle postupu popsaného v Lobb R.R. a kol., Cell
Adhesion and Communication 3:385-397, 1995). Vazba k VLA se testuje na bun&éném kmeni
lidskych bungk T, Jurkat (a4fB1). VCAM-Ig-AP a oMePUPA-V soutézi o vazbu k a4pl na
povrchu t&chto bunék v p¥itomnosti 1 mM Mn*".

Pfi testu pfimé vazby VCAM-Ig oMePUPA-V sout&z s VCAM-Ig-AP o vazbu k Jurkatovych
burikach v pfitomnosti 1 mM chloridu manganatého v zavislosti na koncentraci pii ICsy 8 + 1 nM
(n=9). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

5.2 Afinita receptoru oMePUPA~-V méfena pomoci konjugatoru VCAM-Ig alkalické fosfatazy
pfi purifikovaném VLA—4 protein/proteinovém testu

VLA-4 se purifikuje z detergenéniho extraktu vysoce exprimujiciho subklonu bunék K562 trans-
fekovanych a4 pomoci protilatkové afinitni chromatografie a imobilizuje se na mikrotitraéni
Jamky, &imzZ se pfipravi test kompetitivni vazby protein/protein. VCAM—Ig-AP se vaze k &igténé
desti¢ce potazené VLA—4 v nepiitomnosti nebo pfitomnosti oMePUPA-V (Lot #2) a | mM
MnCl,. Desticky se odectou pii 405 nm a idaje se analyzuji za pouziti software SoftMax v 2,32.

Vazba konjugitu VCAM-Ig k ¢isténému VLA—4 se tplné blokuje specifickou neutralizaci
anti-a4 monoklonalni protilitky (HP1/2). Dv& ICs, ziskané pro oMePUPA-V pi testu VLA-4
protein/protein jsou uvedeny v tabulce 4 stejné jako hodnoty ICs, ziskané na Jurkatovych
burikach z testu kompetitivni vazby VCAm-Ig—AP a testu bun&éné adheze CS1.

5.3 Afinita receptoru oMePUPA-V testovana pti testu adheze bungk CS—1
a.  Adheze Jurkatovych bunék ke konjugatoru CS1/BSA

Peptid NH,—cystein—tyrosin-CS—1 se syntetizuje a kondenzuje k BSA—SMCC (SMCC je hetero-
bifunkéné zesitovadlo, které reaguje s volnymi aminoskupinami na BSA a samotném cysteinu
syntetického peptidu) na CS1/BSA v poméru 10:1. Jamky se pres noc potahnou 100 pl konjugatu
zfedéného na konecnou koncentraci 1 pug/ml. Dalsi den se jamky blokuji BSA v PBS jednu
hodinu a potom se tfikrat promyji.

Buné&ny kmen lidskych bunék T, Jurkatovy butiky, se zna¢i 2 pmM BCECF-AM (fluorescenéni
barvivo (2',7'-bis(2-karboxyethyl}-5 a 6)karboxyfluoresceinacetoxymethylester (Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon; katal. &islo #B-1150)), které se zabuduje a deesterifikuje tak mista
vazby barviva Zivymi buitkami. Jurkatovy buiky (1x10° bunék/jamka) v pufru obsahujicim
1 mM Mn*" se ptidaji k potazenym destickdm v pfitomnosti trojndsobnych sériovych zied&ni
inhibitoru. Kazda koncentrace se testuje duplicitné. Po 30 minutich pfi teploté mistnosti se
destiCky pfevrati a promyji se tiikrat nebo dokud na kontrolnich jamkach potaZenych samotnym
BSA nejsou prilepeny zadné buriky. CS1-adherentni buiiky se kvantifikuji ve fluorescenénim
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zafizeni Cytofluor pro odeitani desticek za pouziti excitaéni vinové délky 485 nm a emisni
vinové délky 530 nm.

Buiiky pfilnuté k CS1/BSA v nepfitomnosti sloudeniny slouzi jako kontrola s inhibici 0 %,
zatimco buiiky pfilnuté k samotnému BSA slouzi jako kontrola se 100 % inhibice. ICs, se
vypoctou za pouZiti software Deltagraph, verze 5.

Adheze znaCenych Jurkatovych bun&k v pritomnosti Mn** se GipIn& blokuje EDTA a neutralizuje
anti-04B1 mAb, HP1/2, coZ potvrzuje, Ze vazba je specificka. Tabulka 4 obsahuje aktivitu
oMePUPA-V pfi testu adheze CS1/BSA a také vysledky testu vazby.

oMePUPA-V je i€innym antagonistou VLA—4 v pufru obsahujicim Mn*". Pfi testu vaznosti je
osmdesatkrat G¢inn&jsi, kdyz se testuje v pfitomnosti Mn*" na izolovanych VLA—4, ne? se
Jurkatovych buiikich. oMePUPA-V je funk&nim antagonistou, coz je zjevné z jeho schopnosti
blokovat adhezi Jurkatovych bun¢k k CS1 v zavislosti na davce a apln&. Absolutni hodnoty pti
adheznim testu jsou vyssi, nez hodnoty pozorované pii testu vaznosti. Toto miZe byt zpiisobeno
multivalentni povahou adheze. Pii jakémkoli formatu testu inhibice vazby EDTA a HP1/2
demonstruje specifickou vazbu k VLA—4.

Tabulka 4

Afinita receptoru oMePUPA-V v pfitomnosti 1 mN MnCl, podle kompetitivniho vazebného
testu VCAM-Ig, testu bunééné adheze CS1 a testu purifikovaného VLA—4 proteinu/proteinu

ICs, * SD [nM]
Test OMePUPA-V
Vazba 8 + 1 (n=9)
Jurkatovy butiky
VCAM-Ig
Adheze 22 £ 2 (n=4)
Jurkatovy bufky
CS1
Vazba
purif. VLA-4 0,1 (n=1)
VCAM-1Ig (0,1, 0,1)

5.4 Specifi¢nost inhibice oMePUPA-V

a.  Specifi€nost oMePUPA-V se testuje pomoci bungk JY pfi testu pfimé vazby VCAM-Ig a
adheznim testu CS1

Vazba 0437 se testuje na buiikdch JY v pritomnosti Mn®". Pfi vazebném testu VCAM-Ig a
OMePUPA-V soutéZi o vazbu k a4f37 na butikich JY (postup testu viz. oddil 4.1.1). Pfi testu

adheze bunék se testuje schopnost oMePUPA-V blokovat JY (a4B37) vazbu bunék ke konjugitu
CS1/BSA.

oMePUPA-V neblokuje vazbu o4B7 k VCAM-Ig nebo CS1/BSA. Anti-§ Mab, Fib27
(Pharmingen), inhibuje tyto interakce GipIng, coz naznaCuje, ze vazba byla a4B7 specificka. Proto
oMePUPA-V je specifickym inhibitorem VLA—4. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

b. Specifitnost oMePUPA-V, ktera se testuje pomoci adheze bungk K562 k jamkam
potazenym Fn—120
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Neosetfené 96jamkové polystyrenové destitky s plochym dnem se pies noc pii 4 °C potahnout
5 pg/ml Fn—120. Desti¢ky se dvakrat promyji fosfitem pufrovanym salinem (PBS) a blokuji se
1 hodinu pfi teploté mistnosti 1% bovinnim sérovym albuminem (BSA). Desticky se dvakrat
promyji pufrem TBS obsahujicim 1 mM MnCI** (testovany pufr). Buiiky K562 se zna&i 2 uM
fluorescenéniho barviva, BCECF-AM (viz. oddil 4.1.3) a 30 minut se p¥i teploté mistnosti vazi
k desti¢ce. Destitky se pfevrati a tfikrat se promyji a v fluorescenénim zafizeni pro odeditani
destiek Cytofluor se kvantifikuji adherentni buriky za pouziti excitaéni vlnové délky 485 nm a
emisni vinové délky 530 nm.

Adheze K562 k Fn—120 se ipIn& blokuje neutralizaci anti-a5 protilatky, 1A 1 (Pharmingen), coz
naznacuje specifickou vazbu pfes VLA-5. K inhibici vazby bunék K562 k Fn 120K fragmentu
0MePUPA-V nedochazi pfi davkach 100 uM. Viz. tabulka 5 nize.

. Test shlukovani pomoci kterého se zjistuje specifi¢nost oMePUPA-V

Zplsoby

Aktivita proti gplIbIlla se testuje pomoci standardniho shlukovani krevnich destidek za pouziti
plazmy bohaté na krevni desticky. Pro vyvolani shlukovani se pouzije ADP v pfitomnosti

plazmy, kde jsou Ca®* a Mg®" hlavnimi dvouvaznymi kationty. Jako pozitivni kontrola se pouzije
GRGDSP @ 100 pg/ml.

Vysledky

oMePUPA-V se testuje pfi tfech davkach 1, 10 az 100 um. Neinhibuje shlukovani krevnich
desticek vyvolané ADP v zadné davce. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. oMePUPA-V je
velice (>10 000krat) specificky pro VLA-4. Nevyskytuje se zadna méfitelna aktivita 100 uM)
proti pfibuznym integriniim a4B7 a VLA~5 nebo proti integrinu 33, gpllbllla.

Tabulka 5
Inhibi¢ni aktivita oMePUPA-V podle testu kompetitivni vazby o437 VCAM-Ig, adheznich test
o4 a VLA-S a studie shlukovani krevnich desti¢ek

Bunécny kmen |Ligand Dvouvazny |oMePUPA-V
kation IC,, + SD [nM]

JY VCAM-Ig Mn** 3% inhibice
o4efB7 DBA @ 100 pM

(n=3)
JY CsS1/BSA Mn** Zadn& inhibice
adaf7 adheze @ 100 pM

(n=4)
K562 Fn-120 Mn*® 2&dnd inhibice
(VLA-5) adheze @ 100 uM

(n=3)
desticky shlukovéni Ca*"/Mn** Zaddné inhibice
(IIbIIIa) fibrinogenu @ 100 uM

(n=1)

Priklad 6
Test oMePUPA-V pro LIBS indukci
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6.1 Méfeni na Jurkatovych burkach za pouziti LIBS protilatky 9EG7

a.  Indukce LIBS pomoci antagonistli a.4B1 se testuje in vitro pomoci analyzy FACS. Jurkatovy
buiky (2x10’/jamka) se preinkubuji pii 37°C 20 minut se salinem pufrovanym TRIS
obsahujicim 2 mM MgCl, (Mg*~TBS) samotného nebo se sérif zfed&ni testované slouceniny.
Vzorky se pfevedou do ledové 1azné a doplni se LIBS protilatkou, 9EG7, pti koneéné koncentraci
10 pg/ml. Buiky se dvakrat promyji Mg”~TBS a suspenduji se ve zfedéni 1:200 koziho
anti-potkaniho IgG konjugovaného s FITC v Mg ~TBS a inkubuji se 30 minut pii 4 °C. Buriky
se dvakrat promyji a resuspenduji se v Mg*~TBS. Pomoci FACS analyzy (Becton Dickinson
FACSscan) se ur¢i primérné intenzita fluorescence (MFI). Vysledky jsou vyjadfeny jako MFL
Udaje se analyzuji pomoci software Microsoft Excel verze 5.0 a Deltagraph verze 4.0.

Obr. 5 ukazuji, Ze oMePUPA-V indukoval expozici epitopu LIBS v porovnani s pufrem 2 mM
Mg (panel B). Indukce byla zavisla na koncentraci a m&la podobnou magnitudu, jako indukce
pozorovéani s 1 mM Mn®* (panel A). Vynechani LIBS protilatky a detekce protilatky nebo vyne-
chani detekce protilatky samotné eliminuje znadeni (panel B). Hodnoty ED50 odezvy byly
20 mM.

Zavér
Tyto udaje ukazuji, Z¢ oMePUPA-V indukuje stejnou konforma¢ni zménu u VLA-4, jako je

moZné pozorovat s nativnimi ligandy. Hodnoty LIBS obecné spadaji do rozmezi definovaného
testy vazby a adheze, které jsou 8 nM a 22 nM, v tomto poradi, pro oMePUPA-V.

6.2 Panel receptori z riznych druhd

a. Afinita receptoru oMePUPA-V podle testu pfimé vazby VCAM-Ig za pouziti konjugatu
VCAM-Ig alkalické fosfatazy a lymfocytii periferni krve nebo bunék sleziny od riznych druhi

PBL se izoluji z periferni krve ¢lovéka, ovci a psii pomoci zplisobu popsanych pro PBL ovci
(Abraham W.M. a kol., J. Clin. Invest., 93: 776-787, 1991). Pro porovnani vazby oMePUPA-V
k témto riznym typiim bunék se pouzije kompetitivni vazebny test VCAM-Ig-AP.

Hodnoty ICs ziskané pro oMePUPA-V na lymfocytech periferni krve neb buiikach sleziny
odraznych druhd v pfitomnosti Mn>" jsou uvedeny v tabulce 6. V pritomnosti Mn”" inhibuje
oMePUPA-V pii podobném ICsy vazbu VCAM-Ig v lymfocytiim ziskanym od ¢lovéka, krys,
psti, ovei a mysi. Neexistuje tedy zadny dikaz specifi¢nosti k druhéim. Tento vysledek souhlasi
s vysokym stupném konzervace sekvence pozorovanym mezi druhy pro VLA—4 a jeho ptirozené
ligandy, CS-1 a VCAM.

Tabulka 6

Afinita receptoru oMePUPA-V podle kompetitivniho vazebného testu VCAM-Ig za pouziti
konjugatu VCAM-Ig alkalického fosfatazy a lymfocytri periferni krve nebo bunék sleziny od
riznych druhd

Druhy |Zdroj Dvouvazny kation |[IC.,[nM]

Clovék | PBL ' Mn*” 6 £ 1 (n=3)
Ovce PBL Mn*” 31 (n=3)
Prase |PBL Mn*” 13 + 2 (n=3)
My$ splenocyty Mn** 4 £ 2 (n=4)
Krysa |{splenocyty Mn** 5 % 1 (n=3)
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Priklad 7
Kinetika receptoru oMePUPA-V

7.1 Kompetiéni test pomoci *H-zndmého inhibitoru jako sondy

Jurkatovy butiky se udrzuji v médiu RPMI-1640 plus 10% fetalnim bovinnim séru pii 37 °C
v tkafiovém kultiva¢nim inkubétoru. Pro vazebné studie se buiiky peletuji odstiedénim, dvakrat
se promyji TBS (50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 0,1% bovinni sérovy albumin, 2 mM glukézy,
10 mM HEPES pH 7,4), suspenduji se asi pfi 2x10° bundk/ml v TBS a spocitaji se za pouziti
Neubauerova hemocytometru. Buiiky se dale ziedi v oznadenych pufrech na 1,5x10%ml a
podrobi se zpracovani, které je popsané pro kazdy pokus. Buiiky se potom peletuji odsttedénim,
resuspenduji se v 100 ul testového pufru a prevedou se do scintilagni vialky obsahujici 2,9 ml
ScintiVerse II (Fisher Scientific). Radioaktivita souvisejici s bufikami se kvantifikuje pomoci
scintilaéniho pocitadla. Pocet vazeb za téchto podminek mé&fi integrin, ktery neni obsazen
testovanou sloudeninou a je proto volny, aby se vazal k *H znamému inhibitoru. Vsechny studie
se provadéji v silikonizované 1,5ml eppendorfové zkumavce pii standardnim objemu vzorku
1 ml. Nespecificka vazba *H—znamého inhibitoru k buiikdm (pozadi) se definuje méfenim vazby
inhibitoru v nepfitomnosti iontu kovu. Podet specifickych vazeb se vypodte ode&tenim
nespecifickych vazeb od celkového poétu vazeb.

Série kompetitivnich studii se provadi pro ovéfeni toho, zda oMePUPA-V a znamy inhibitor
soutéZzi o stejné misto na VLA—4. Nejprve se H~znamy inhibitor smisi s ekvimolarnim mnoz-
stvim oMePUPA-V, desetinasobnym piebytkem a stondsobnym piebytkem, inkubuje se s Jurka-
tovymi buitkami a ur¢i se schopnost studeného (neznadeného) inhibitoru soutézit o vazbu znamé-
ho inhibitoru. OSetfeni oMePUPA-V poskytuje inhibici vazby *H-zndmého inhibitoru zavislou
na davce. Koncentrace oMePUPA-V, kterd byla nutna pro kompetici vazby *H—znamého
inhibitoru, byla desetkrat vyssi, neZ ta, ktera byla potfeba, kdyZ se pouzil studeny inhibitor jako
kompetitor, coZ odpovida jeho nizsi afinité k VLA-4 aktivovanému Mn®*. Za druhé se Jurkatovy
buiiky aktivované Mn”" zpracuji s *H—znamym inhibitorem, aby se prvni obsadil VLA—4 radio-
aktivni sondou a potom se pfida piebytek studeného oMePUPA-V. Pii nasledném zpracovani
piebytkem studeného oMePUPA-V nebo znamého inhibitoru nebylo mozné rozlisit, schopnost
nahradit radioaktivni sondu. Za tieti se Jurkatovy buiiky aktivované Mn>* zpracuji saturadni
mnoZstvi oMePUPA-V a méfi se mira, pfi které disociuje oMePUPA-V. Na rozdil od
prodlouZeného poloc¢asu Zivota znamého inhibitoru pro VLA—4 aktivovaného Mn*', se
oMePUPA-V rychle uvolni z oMePUPA-V-VLA—4 pfi t,, krat$im, nez 10 minut. Velky rozdil
v tip pro oMePUPA-V a zndmy inhibitor naznaluje, Ze nizsi afinita oMePUPA-V k VLA—4 je
vysledkem jeho vyssi rychlosti uvolnéni.

Udaje o disociaci ukazuji, Ze vazba oMePUPA-V k VLA-4 je velice zvisla na aktivadnim stavu
VLA-4 a Ze vykazuje stejnou selektivitu pro aktivaci, jako je tomu u znamého inhibitoru. Jako
u Mn**—aktivovaného VLA-4, byl t;, disociace oMePUPA-V z Mn*'—aktivovaného VLA—4
kratsi, nez 10 minut, coz je nejkrat3i Easovy Gsek, ktery Ize vyhodnotit p¥i kompetitivnim fosfatu.
Na druhou stranu v pfitomnosti Mg2+ plus aktivacni protilatky, TS2/16, byl t;,, delsi (20 minut).
Vsechny mozné aktivatni stavy nebyly testovany podrobné, byl viak proveden jednoduchy
prehledny testktery miZe rychle objasnit rozdily. P¥i tomto testu se dand koncentrace
oMePUPA-V (10 nM) smisi s 5nM *H-znamého inhibitoru a provede se vazba za t&chto
podminek pfi riznych stavech aktivace. Kdyz ma oMePUPA-V mimofadn& vysokou nebo
nizkou afinitu pro VLA—4, Ize tento stav zjistit rozdilem v mnoZstvi *H-znamého inhibitoru.
Procentuélni rozdily ve vazbé *H—znamého inhibitoru za ruznych podminek aktivace napovidaji,
co Ize odhadnout na zakladé znamych vlastnosti inhibitoru.

Vazebné studie potvrzuji, Ze oMePUPA-V soutéZi se znamym inhibitorem o vazbu k VLA—4 pri
koncentracich, které odpovidajici jeho afinité a demonstruji, ze dvé slouCeniny soutéZi o stejné
misto na integrinu. Podobnost vazby oMePUPA-V a znamého inhibitoru pfi riznych stavech
aktivace VLA-4 napovida, Zze mechanismus vazby je podobny.
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7.2 Test oMePUPA-V na panelech Panlabs a Cerep

oMePUPA-V se testuje na panelech radioligandii, enzymi a funkénich testech pomoci testovaci
soupravy Panlabs Profiling—Screen, DiscoveryScreen a Immunoscreen a pomoci testovaci
soupravy na panelu membranového receptoru Cerep. Pro oMePUPA-V nebyla pii 10 uM
pozorovana Zadna vyznamn4 aktivita pfi jakémkoli testu zahrnujicim test receptoru NK1, zatimco
znamé inhibitory vykazuji uréitou aktivitu.

Cerep také ukazuje, Ze oMePUPA-V neinhibuje aktivitu lidské ACE proteazy. Zdrojem ACE
proteaz byly buiiky lidského endotelu (HUVEC). *H-HGG, prldany k HUVEC, se pomoci ACE
pievede na *H-hipurovou kyselinu a glycylglycin. Captopril, coz je silny inhibitor ACE, blokuje
konverzi pii ICso 990 ppm, zatimco oMePUPA-V ji pfi 10 uM neblokuje.

Farmaceutické vlastnosti:

oMePUPA-V je bélavy krystalicky prasek. Je rozpustny v dimethylsulfoxidu a ma rozpustnost ve
vodé 0,120 mg/ml. Chovani oMePUPA-V za tepla se studovalo pomoci DSC, TGA a
mikroskopie v horkém stavu a zjistilo se, Ze latka taje asi pfi 160 °C. Podle DSC a TGA analyzy
bylo zjiSténo, Ze asi pti 136 °C oMePUPA-V ztraci tékavé nedistoty a pravdépodobné dochazi
k dehydrataci monohydratu.

Formulace

Nebuliza¢ni formulace

Dale se popisuje vyroba vedouci ke 100 ml nebulizadni formulce obsahujici 5 mg/ml
oMePUPA-V.

Ptipravi se 200 ml zasobniho pufrovaciho roztoku:

1. Do vhodné nadoby se navazi 0,286 g Tromethaminu, USP.
2. Do vhodné nadoby se navazi 1,676 g chloridu sodného, USP.
3. Prida se 200 ml vody pro injekce, USP.

Smés se promicha tak, aby byla homogenni.

Do vhodné nadoby se navazi 0,500 g oMePUPA-V.

Prida se 100 ml pufrovaciho roztoku ptipraveného v kroku 1.
Smés se promichd, dokud neni homogenni.

Provede se sterilni filtrace do vhodné nadoby.

Uzavie se vhodnym uzavérem.

NEWN =

Typické vlastnosti formulace:
pH: 7,4, osmolalita: 290 mOsm

Piiklad 9
Postup testu stabily pomoci HPLC

Kolona: Zorbax® SB—C18, &astice 3 um, 4,6x150 mm
Ochranna kolona: Zorbax® SB-C18, &astice 5 pm, 4,6x2.5 mm
Pritok: 1 ml/min

Teplota na kolong: 40 °C
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Teplota autosampleru: 4 °C

Mobilni faze A: 0,1 % (hmotn./objem) kyseliny trifluoroctové (TFA) ve vodé
B: 0,1 % (hmotn./objem) kyseliny trifluoroctové (TFA) v 90%
(objem/objem) acetonitrilu, 10 % (objem/objem) vody

Gradient:

Cas (min) %B

0-3 15

3-18 15 az 100
18-21 100
21-28 15

Nastfik: 10 ul 0,2 mg/ml roztoku v Tris/NaCl/voda (meziprodukt) nebo v 0,1 TFA/45 % aceto-
nitril (koneény produkt)

Detekce: UV 254 nm (primarni) a 215 mm
Kontrola: oMePUPA-V, zahfiv4 se ve vrouci vodé 20 minut.

Provedla se pfedbézné kvalifikace.

Stabilita Ié¢ebné latky:

Pfi skladovani meziproduktu ve velkém objemu po dobu dvou tydni za nasledujicich podminek
se neprojevila Zadna degradace: pti 40 °C v uzaviené vilce; pti 50 °C v uzaviené vialce; pfi
25 °C, relativni vlhkosti 60 %; a pti 40 °C, relativni vlhkosti 75 %. Ve &tvrtém tydnu se objevil
Jjeden nebo dva detekovatelné degradaéni piky pii 40 °C a 50 °C, ale hladina negistot byla stale
nizsi, nez 0,02 %.

Stabilita roztoku

a) Nebulizaéni formulace, 5 mg/ml v Tris/NaCl, skladovana pti teplotd mistnosti dva mésice
vykazala ¢asné eluované degradacni piky v celkovém mnozstvi 1% (pfi 254 nm) a 2 az 3 % (pti
215 nm).

b) Zahfivani nebulizagni formy ve vrouci vodé 20 minut sniilo &istotu z 99,9 na 98,7 % pfi
254 nm a z 100 az 93,6% pfi 215 nm.

¢) Roztok o koncentraci 0,2 mg/ml v Tris/NaCl/vod& pii neutralnim pH je stabilni pfi2 az 8 °C
nejméné jeden tyden.

Odbornikim pracujicim v této oblasti bude zfejmé, ze je mozné provést razné modifikace a
zmény v narokovaném vynalezu, aniz by dolo k odchyleni se od obsahu vynalezu. Piedpoklada
se tedy, Ze vynélez zahrnuje modifikace a variace podle vynalezu pod podminkou, Ze spadaji do
rozsahu pfipojenych patentovych naroki a jejich ekvivalenti.
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PATENTOVE NAROKY

1. B—Alaninovy derivat inhibujici bunéénou adhezi zahrnujici slou¢eninu vzorce

1 m? Lw‘"ﬂ
(@]
NH  NH 0 NH~ CHj
CHj

Jeji farmaceuticky pfijatelny derivat a jeji farmaceuticky pfijatelny esterovy prekurzor.

2. Farmaceutickd kompozice, vyznacfena tim, Ze obsahuje B—alaninovy derivat podle
naroku 1 a farmaceuticky pfijatelny nosi<.

3. Farmaceutickd kompozice podle naroku2, vyznaéena tim, Ze dile obsahuje &inid-
lo zvolené z mnoziny zahrnujici kortikosteroidy, bronchodilatatory, antiastmatika, protizandtova
Cinidla, antirevmatika, imunosupresiva, antimetabolita, imunomodulétory, antipsoriatika a anti-
diabetika.

4. Farmaceutickd kompozice podle naroku 2, vyznaéena tim, Ze dale obsahuje
alespoii jednu dalsi slou€eninu inhibujici bun&&nou adhezi.

S. Farmaceutickd kompozice podle nidroku 4, vyznaéena tim, Ze alespofi jednou
dalsi slou¢eninou inhibujici bun&¢nou adhezi je inhibitor VLA—4.

6. Farmaceuticka kompozice podle niroku 2, vyznaé&ena tim, Ze jako B-alaninovy
derivat obsahuje esterovy prekurzor slou¢eniny vzorce

i mb}? CO.H
NH NH o) NH CH3 |
CHj;

7. B-Alaninovy derivét podle naroku 1, tvofeny esterovym prekurzorem slouéeniny vzorce

sSVeas'do
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8. B-alaninovy derivat podle naroku 7, tvofeny esterovym prekurzorem slouceniny vzorce

1 m} f%ﬂ
0]
NH NH 0~ NH “CHj

CHj3
pripravenym reakci sloueniny uvedeného vzorce s alkoholem obsahujicim 1 az 10 uhlikovych
atomi v pfimém nebo rozvétveném fetézci.

9. B-Alaninovy derivat podle naroku 7, tvofeny esterovym prekurzorem slou¢eniny vzorce

1 O/Yi IW
Q
NH  NH 0~ NH TCHj

pfipravenym reakci sloudeniny uvedeného vzorce s alkoholem obsahujicim 1 az 4 uhlikové
atomy v pfimém nebo rozvétveném fetézci.

CHj

10. B-Alaninovy derivat podle naroku 7 tvofeny esterovym prekurzorem obecného vzorce

@ B mi L
0

NH NH 0 NH CHj3

CHs

ve kterém R znamena pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 10 uhlikovych
atomd.

15
11. B-Alaninovy derivat podle naroku 10, ve kterém R znamend pfimou nebo rozvétvenou
alkylovou skupinu obsahujici 1 az 4 uhlikové atomy.

12. B-Alaninovy derivat podle naroku 1, tvofeny slou¢eninou vzorce

1 mi LM
Q
NH  NH 0 NH TCHj3 |
CHj

13. Farmaceuticka kompozice podle naroku 2, vyznacéena tim, Ze jako 3—alaninovy
derivat obsahuje slou¢eninu vzorce

20
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o N CO,H
NH  NH 07 "NE” chj
CHj
nebo jeji stl.

14. Pouziti f-alaninového derivatu podle n&kterého z narokd 1 a 7 az 12 pro pfipravu 1é&iva pro
léeni onemocnéni souvisejiciho s buné&nou adhezi.

15. Pouziti podle naroku 14, v ramci kterého je B—alaninovy derivat pouzit pro pfipravu lé¢iva
pro léCeni onemocnéni zvoleného z mnoZiny zahrnujici astma, mnohodetnou sklerdzu, alergickou
rhinitidu, alergickou konjuktivitidu, zan&tové onemocnéni plic, revmatoidni artritidu, mnohocet-
ny myelom, septickou artritidu, diabetes typu I, odmitnuti transplantovaného organu a zané&tové
stfevni onemocnéni.

16. Pouziti podle naroku 15, v ramci kterého je B-alaninovy derivét pouzit pro piipravu Ié¢iva
pro lé€eni mnohocetné sklerdzy.

17. PouZiti podle naroku 15, v ramci kterého je B-alaninovy derivét pouzit pro pfipravu légiva
pro lé€eni zan&tového stievniho onemocnéni.

5 vykresi
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