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nemoci plic, oka, stfev, kiiZe a nervového systému, pro
ktera je typicka abnormalni migrace bun&k, zanét nebo
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2,6—disubstituované puriny pro pouZiti jako lé¢iva, a farmaceutické pripravky

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka 2,6-disubstitutovanych purinii obecného vzorce I, zpiisobii jejich ptipravy,
farmaceutickych pipravki obsahujicich tyto sloudeniny a jejich pouziti pro 1é¢bu onemocnéni, v
JejichZ patogenezi hraje klicovou tilohu deregulace kinaz z rodiny ROCK, JAK a JNK. Pfipravky
obsahujici tyto slouceniny je mozné pouzit zejména k 1é&eni nemoci plic, oka, stfev, kiZe a ner-
vového systému, pro ktera je typicka abnormalni migrace bunék, zanét nebo fibroza.

Dosavadni stav techniky

Rho — ROCK (Rho - associated, coiled — coil — containing protein kinaze) draha hraje kli¢ovou
roli v organizaci aktinového cytoskeletu a tak reguluje Fadu bun&&nych procesi véetné adheze,
kontrakce, motility, proliferace a pteziti (Amano, M. et al. 2010, Cytoskeleton Hoboken, N.J.,
67(9), 545-54). Podili se na hojeni ran a metastazovani nadori. ROCK stabilizuje aktinovy cy-
toskelet tim, Ze aktivuje LIM kinazy, které nasledn& fosforyluji kofilin. Fosforylace inhibuje jeho
schopnost naruSovat stabilitu aktinovych vlaken. Kontraktilita stresovych vldken podobné jako
kontraktilita aktino-myosinovych vlaken bunék hladké svaloviny zavisi na fosforylaci lehkého
fetézce myosinu (MLC). Ta je katalyzovana kinazou lehkych fetézci myosinu (MLCK), zpétnou
reakci pisobi prislusnd fosfataza. Rho kinazy inaktivuji tuto fosfatazu fosforylaci jeji podjednot-
ky MYPT1 (,,myosin phosphatase — targeting subunit 1) na threoninech v pozicich 696 a 853.
ROCK?2 (stejn€ jako MLCK) pfimo fosforyluje MLC na serinu v pozici 19, coz zplsobi zvy3eni
ATPazove aktivity. Regulace MLC Rho kinazou hraje roli také p¥i déleni buiiky. ROCK se vaze
na aktinomyosinovy komplex kontraktilniho prstence. Krom& Rho ji aktivuje téZ mitotick4 kinaza
PLK1. Dalsi substraty ROCK, které hraji roli v organizaci aktinového cytoskeletu, jsou
ezrin/radixin/moezin (ERM), CPI-17, calponin, adducin. Efekt ROCK na proliferaci a na bun&-
nou polaritu je zprostiedkovén fosforylaci PTEN (Phosphatase and tensin homology).

Deregulovana aktivita ROCK se podili na patogenezi fady onemocnéni véetné nadorovych one-
mocnéni, nemoci oka, kardiovaskularniho, dychaciho a nervového systému. Ovlivnéni Rho—
ROCK signalizace ma terapeuticky efekt v onemocnénich osteopordze a fibrézach nejriiznéjsi
etiologie (Hollanders, K. et al. 2015, Invest Ophthal. Vis. Sci. (2), 1335-48). Ptipravky plisobici
timto mechanismem jsou schvéleny v Japonsku v terapii glaukomu (ripasudil) a cerebralniho
vazospazmu pii subarachnoidalnim Krvaceni (fasudil). V klinickém hodnoceni se testuje vliv na
ateroskler6zu a pulmonalni hypertenzi. Farmakologicka inhibice ROCK mj. reguluje pieziti, ak-
tivaci, kontrakci a migraci bunék. Schopnost ovlivnit kontrakci bun&k hladkého svalu vysvétluje
pozitivni efekt na krevni tlak a na spasmus dychacich cest pfi astmatu a chronické pulmonarni
obstrukéni nemoci. Inhibice migrace v disledku ovlivnéni aktinového cytoskeletu se terapeuticky
uplatiiuje v rakovinach (inhibice neoangiogeneze a metastazovani) fibrotickych onemocnénich
riznych systémi (systémové fibrozy typu sklerodermy, fibrézy napf. jater, plic, ledvin) a etiolo-
gie (mj. idiopatickd, chemoterapii a radioterapii indukovan4) ale i dal$ich nemocech, kde dochazi
k prestavbé tkané, jako je astma a chronickd obstrukéni plicni nemoc. Kromé rakovin (véetné
hepatocelularniho a plicniho karcinomu, myelomu, melanomu, fibrésarkomu, karcinomu prsu,
ledvin a prostaty) ma inhibice ROCK dependentni prestavby aktinového cytoskeletu a nasledné
migrace buné€k pozitivnich efekt i u dalSich neovarkularizaci jako je makularni degenerace.
ROCK inhibice ma také ptiznivy efekt v modelech myelomu, nékterych leukemii a myeloprolife-
rativnich onemocnéni.

V fad€ onemocnéni (napf. retindlni degenerace, diabeticka retinopatie, odchlipent sitnice, neuro-
trauma, chronicka obstrukéni plicni nemoc, zanétliva onemocnéni stiev, lupus, psoriasis) k ptiz-
nivému efektu ROCK inhibitorti pFispiva schopnost ovlivnit nékolika mechanismy zanétlivou
reakci v€etné neuroinflamace (inhibice NfkB, suprese exprese prozanétlivych cytokina, inhibice
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migrace imunitnich bunék, maturace imunitnich bunék) a fibrotizaci tkan¢ (regulace diferenciace
fibroblastovych prekurzorii, regulace preziti myofibroblastl, regulace aktinového cytoskeletu
migrujicich fibroblasti a dalsich bunék). ROCK kinazy se jevi jako bezpecny terapeuticky cil,
piesto vyhodné muze byt lokalni podani, coz je mozné napfiklad u onemocnéni kiize (korekce
jizveni), oka (glaukom, makularni degenerace — zde je mozné uvazovat o medikovanych inzer-
tech), plic (astma, chronické pulmonarni obstrukéni nemoci.) a pooperacni restenoze cév (medi-
kované stenty). Také v piipadé onemocnéni stiev véetné téch s fibrotickou slozkou (Crohnova
nemoc, ulcerativni kolitida) je vyhodné omezit plisobeni lé¢iv na mistni tkan.

Janusovy kinazy (JAK1, JAK2, JAK3) pienasi signaly Sirokého spektra extracelularnich cytokind
(hormony, interleukiny a interferony), které se vazou na cytokinové receptory typu I a II. Patfi
mezi né proinflamatorni 1L-6, 1L-12, 1L-19, IL-20, IL-21, IL-22 a IL-23 spolu s interferony.
Aktivované JAK kinazy pak fosforyluji a aktivuji transkripéni faktory z STAT rodiny (signal
transducers and activators of transcription). TNF signalizace je také zprostfedkovana JAK-STAT
drahou za ur¢itych podminek. Inhibice JAK-STAT drahy ma pfiznivy efekt na imunitni onemoc-
néni jako je rheumatoidni artritida, psoriaticka artritida, ankylosujici spondylitida, colitida, ulce-
rativni colitida, Crohnova nemoc, psoriaza, lupus erythematosus, zanéty povrchu oka, syndrom
suchého oka, uveitida a alergicka reakce. Brani také odmitnuti transplantatu (Ghoreschi et Gadi-
na, 2015 doi: 10.1111/exd.12265; O'Shea et al., 2013 10.1136/anerheumidis—2012-202576).
Jednoznaénou vyhodou nizkomolekularnich inhibitori JAK ve srovnani s biologiky, ktera cili na
jednotlivé cytokiny nebo cytokinové receptory, je schopnost ovlivnit signalizaci fizenou n€kolika
cytokiny. Na rozdil od protilatek také mohou byt podavany peroralné. Lokalni aplikace je ale
také mozna, s vyhodou ji je mozné pouzit napf. u onemocnéni oka, kiize a dychaciho traktu. Jako
obzvlasté zajimava se jevi moznost vyuzit JAK inhibici v terapii vitiliga a alopecia areata. Inhibi-
ce JAK také ptiznivé ovliviiuje fibroticka onemocnéni véetné myelofibréz (jako je polycythemia
vera, essentialni thrombocytosis a primarni myelofibréza) a chemoterapii indukovanych fibroz.
Probihaji klinické zkousky testujici JAK inhibitory v terapii nadort Zaludku, plic, pankreatu,
jater, prsu, tlustého stieva, kolorekta a prostaty.

Zvy$ena exprese nebo aktivita JNK kinaz (c—JUN N-terminal kinazes) je spojovana s neurolo-
gickymi, srde¢nimi, hepatobiliarnimi, dychacimi, fibrotickymi, zanétlivymi a autoimunitnimi
onemocnénimi. JNK také hraji roli v patogenezi nadorovych onemocnéni. Nove bylo zjisténo, Ze
dysregulace JNK hraje roli v proteinopatiich jako je amyotroficka lateralni skler6za a frontotem-
poralni demence. ZvySena aktivita JNK kinaz ptispiva k patogenezi nasledujicich onemocnéni
(Sabapatha et al., 2014 (doi: 10.1016/B978-0-12-396456-4.00013—4.), Reich et al., 2012
10.1136/anerheumidis—2011-200412, a Gehringer et al., (2015) (doi: 10.1517/13543776.2015.-
1039984): neurologicka onemocnéni (Alzheimerova nemoc, frontotemporalni demence, Parkin-
sonova nemoc, polyglutaminova onemocnéni, Pickova nemoc, demence riizné etiologie, iktus,
nemoc (demence) s argyrofilnimi zrny (AgD), amyotroficka lateralni skleréza), kardiovaskularni
onemocnéni (srde¢ni selhani, aneurysma abdominalni aorty), hepatobiliarni onemocnéni (chro-
nicka infekce HCV, akutni poskozeni jater, nealkoholicka steatosa jater, fibréza jater), zanétliva
onemocnéni (zanétlivé onemocnéni stiev, ulcerativni kolitida, Crohnova nemoc, astma, rheuma-
toidni artritida, lupus erythematosus, Behcetova nemoc, zanét po chirurgickém zakroku, uveitida,
syndrom suchého oka), nadorova onemocnéni (retinoblastom, nadory kolorekta, prsu a ovaria),
metabolickd onemocnéni (obezita, diabetes 2. typu), fibroticka onemocnéni (systémova fibroza
(scleroderma), fibrozy jater, plic a kiize) riizné etiologie véetné chemoterapii indukované fibrozy.

Podstata vynalezu

Piedmétem tohoto vynalezu jsou 2,6—disubstituované puriny obecného vzorce |
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D E
RD A
>
I
HN N/ R1

M

ve kterém
A je vazba nebo —Z—CH,),—; Z je vybran z S, O, NH, CH,; m je celé ¢&islo v rozmezi 0 az 2;

D a E dohromady tvofi cyklus a -D-E- je -X—(CH,),,—Y—, kde X a Y jsou nezéavisle vybrany z S,
O, NH, CH,, pticemzZ alespon jeden z X a Y jsou S, O, nebo NH, a n je celé &islo v rozmezi 2 az
4, a ptitemz ve skupiné «(CH,),— miize poptipadé alespori jeden vodik byt nahrazen substituen-
tem vybranym z halogenu, OH, O(C1-C4)alkylu, hydroxy(C1-C4)alkylu, SH, S(C1-C4)alkylu,
merkapto(C1-C4)alkylu, NH,, NH(C1-C4)alkylu, N((C1-C4)alkyl),;

R1 je vybrano ze skupiny zahrnujici

— halogen vybrany z F, Cl, Br, I;

— heterocykloalkyl, coz znamena C3—-C10 cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice, s vyho-
dou 1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O, S,
pficemZ heterocykloalkylova skupina miize byt pfipadné substituovand alespoti jednim substitu-
entem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydroxy-
alkyl, a amino substituent;

— heterocykloalkyl alkyl, coz znamena C3-C10 cykloalkyl skupinu, kde jeden nebo vice, s vyho-
dou 1 az 3, uhlikii kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O, S, a
ktera je vazana pfes C1-C4 alkylenovy mistek, s vyhodou pres C2-C3 alkylenovy miistek, pfi-
¢emZ heterocykloalkylova skupina mize byt pfipadné substituovana alespoti jednim substituen-
tem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydroxy-

alkyl, a amino substituent;

-R-G
kde G je vybrano ze skupiny—-NH-a -N(C1-C8 alkyl), a

R' je vybrano ze skupiny zahrnujici

— C2-C10 linearni nebo rozvétveny alkyl, popiipadé substituovany alespoti jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy a amino substituent, s vyhodou jednim hydroxy a/nebo
Jjednim amino substituentem;

— (dialkylamino)alkyl skupinu, kde alkyl je vybran nezavisle ze skupiny zahrnujici C1-C10 line-
arni nebo rozvétveny alkyl;

— C3-C10 cykloalkyl, coz znamena monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsa-
hujici 3 az 10 uhlikovych atomu, ktera je popfipadé substituovana alespoii jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydroxyalkyl a
amino substituent;

— heterocykloalkyl, coz znamena C3-C10 cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice, s vyho-
dou 1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O, S,
pfiemz
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heterocykloalkyl je popfipadé substituovany alespoii jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

— heterocykloalkyl alkyl, coz znamena C3-C10 cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice, s
vyhodou 1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O,
S, ktera je vazana pres C1-C4 alkylenovy mustek, s vyhodou pfes C2-C3 alkylenovy mistek,
pricemz heterocykloalkyl alkyl skupina je poptipad¢ substituovana alespoti jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydroxyalkyl, a
amino substituent;

— benzylova skupina, ktera je popfipadé substituovana alespon jednim substituentem vybranym
ze skupiny zahrnujici fluoro, chloro, hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydroxyalkyl
a amino substituent;

R2 miiZze nebo nemusi byt pfitomen, a pfedstavuje jeden nebo vice substituentd vazanych v libo-
volné poloze kruhu, nezavisle vybranych z =0, —OH, —-C(O)~«CH,),~O—(H nebo C1-C4 alkyl),
kde p je celé &islo v rozmezi 0 az 4, aryl, arylalkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, —=S(O),-aryl, -C(O)-
aryl, —-C(O)-heteroaryl, —C(O)-heterocyklyl, pti¢emz aryl, arylalkyl, heteroaryl, heterocyklyl
mohou byt substituované jednim nebo vice substituenty vybranymi z halogenu, OH, O(C1-C4)
alkylu, hydroxy(C1-C4)alkylu, SH, S(C1-C4)alkylu, merkapto(C1-C4)alkylu, NH,, NH(C1-
C4)alkylu, N((Cl-C4)alkyl),,

ve kterém

aryl je C6-C10 skupina obsahujici alespoii jedno aromatické jadro, a s vyhodou je arylem fenyl
nebo naftyl;

arylalkyl je skupina obsahujici C6—C10 skupinu obsahujici alespoii jedno aromatické jadro a C1-
C4 alkylen, a s vyhodou je arylalkylem benzyl;

heteroaryl je C5-C10 skupina, kde alespori jeden uhlik je nahrazen heteroatomem vybranym z O,
S, N, a s vyhodou je heteroaryl vybran ze skupiny zahrnujici furan, thiofen, pyrrol, pyrrazol; he-
terocyklyl je C4—C10 skupina, kde alespoti jeden uhlik je nahrazen heteroatomem vybranym z O,
S, N.

Vzorec | zahrnuje i farmaceuticky pfijatelné soli latek nesoucich vySe uvedené substituenty,
zejména s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo jejich adi¢ni soli s kyselinami.

S vyhodou je alespori jeden z X a Y vybran z S, O, NH, vyhodnéjiz S a O.

S vyhodou je C2—C10 linedrni nebo rozvétveny alkyl vybran ze skupiny zahrnujici propyl, iso-
propyl, butyl, isobutyl, tert-butyl, pentyl, isopentyl, hexyl, heptyl, oktyl, a nonyl.

Ve vyhodném provedeni je C2-C10 linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany hydroxy sku-
pinou vybran ze skupiny zahrnujici 2-hydroxyethyl, 2(RS, R nebo S)-hydroxypropyl, 3—hydro-
xypropyl, 4-hydroxybut-2(RS, R, nebo S)-yl, 2-hydroxy—2-methylpropyl, 3-hydroxy-3—
methylbutyl, 2,3—dihydroxypropyl, I-hydroxy—3-methylbut—2-yl a (3RS)-2-hydroxypent-3-yl.

Ve vyhodném provedeni je C2—C10 linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany amino skupi-
nou vybran ze skupiny zahrnujici 2—aminoethyl, 3—aminopropyl, 4-aminobutyl, 5—aminopentyl,
6—aminohexyl.

V dal$im vyhodném provedeni je C2-C10 linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany amino a
hydroxy skupinou 3—amino—2—hydroxypropyl.

S vyhodou je (dialkylamino)alkyl skupina vybrana ze skupiny zahrnujici (dimethylamino)methyl,
2—(dimethylamino)ethyl, 3—(dimethylamino)propyl, 3—(dimethylamino)butyl, (diethylamino)-
methyl, 2—(diethylamino)ethyl, 3—(diethylamino)propyl a 4(diethylamino)butyl.
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Ve vyhodném provedeni je C3—C10 cykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici cyklopropyl, cyklo-
butyl, cyklopentyl a cyklohexyl.

Ve vyhodném provedeni je C3—C10 cykloalkyl substituovany amino skupinou vybran ze skupiny
zahrnujici trans—4—aminocyklohexyl, cis—4—aminocyklohexyl, cis,rans—4—aminocyklohexyl,
cis—2—aminocyklohexyl, trans—2—aminocyklohexyl, cis,trans—2—aminocyklohexyl, 3-amino-
cyklohexyl a cis, trans—4—hydroxycyklohexyl.

V dal$im vyhodném provedeni je heterocykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici N-morfolinyl,
N-pyrrolidinyl, N-pyrazolidinyl, N-imidazolidinyl, N-piperazinyl, N-piperidinyl, N-thio-
morfolinyl, 4—-methylpiperazin—1 —yl, 4«(2-hydroxyethyl)piperazin—1 —yl.

Substituovany benzyl je s vyhodou vybran ze skupiny zahrnujici 2-methoxybenzyl, 3—-methoxy-
benzyl, 4-methoxybenzyl, 3,5—dimethoxybenzyl, 2,6—dimethoxybenzyl, 2,4,6-trimethoxybenzyl,
3,4,5—trimethoxybenzyl, 2—fluorbenzyl, 3—fluorbenzyl, 4—fluorbenzyl, 2—chlorbenzyl, 3—chlor-
benzyl a 4—chlorbenzyl.

Ve vyhodném provedeni je heterocykloalkyl alkyl vybran ze skupiny zahrnujici (aziridin—1—
yDethyl, (azetidin—1-yl)ethyl, (azolidin—1-yl)ethyl, (piperidin—1-yl)ethyl, (aziridin—1-yl)propyl,
(azetidin—1-yl)propyl, (azolidin—1—yl)propyl a (piperidin—I-yl)propyl.

V piipadg, Ze slouCeniny podle piedlozeného vynéalezu maji chiralni centrum, vynalez zahrnuje
vSechny opticky aktivni isomery, jejich smési i racematy. Tedy sloudeniny obecného vzorce 1,
nezavisle na (R) nebo (S) konfiguraci na chirdlnich centrech, jsou zahrnuty v tomto vynalezu.

2,6-Disubstitutované puriny obecného vzorce I jsou vhodné pro pouziti jako léciva. Tyka se to
zejména jejich pouziti v terapii onemocnéni, kde inhibice jedné nebo vice kinaz vybranych z
kinazovych rodin ROCK (ROCK1, ROCK2), JAK (JAKI, JAK2, JAK3) a JNK (JNKI, INK2,
JNK3) vede k terapeutickému efektu.

Soucasna inhibice alespoti dvou kinaz z rodin ROCK, JNK a JAK je zejména vhodna pro uplat-
néni v terapii fibroz, zanétlivych a neurodegenerativnich onemocnéni i nadorovych onemocnéni.
Ptislu$né signalni drahy hraji roli ve vy$e zminénych onemocnénich, pficemz jsou v podstat
nezavislé. Jejich soucasna farmakologicka inhibice ma synergicky efekt. Latky podle predklada-
ného vynalezu, které inhibuji alespori dvé z téchto drah, je mozné podavat v nizsich koncentra-
cich neZ 1€k inhibujici jen drahu jednu.

Latky podle pfedkladaného vynalezu jsou inhibitory kinaz z rodin ROCK, JAK a/nebo JNK, a
tedy jsou zejména vhodné pro 1é¢bu chorob vybranych ze skupiny zahrnujici choroby dychaciho
systému, kardiovaskuldrniho systému, oka, stfev, kiize a nervového systému, jejichZ patologie
zahrnuje abnormdlni migraci bun&k, zanét nebo fibrozu, hepatobilidzrnich onemocnéni, zanétli-
vych onemocnéni, neovaskularizaci, neurodegenerativnich a metastatickych nadorovych one-
mocnéni, onemocnénich ve kterych hraje role vazokonstrikce nebo bronchokonstrikce.

Konkrétnéji jsou latky podle predkladaného vynalezu vhodné pro 1é¢bu systémové fibrozy, fibroz
Jednotlivych organi, zejména jater, ledvin, plic a kiize, myelofibrézy, fibrézy po radio a chemo-
terapii, Crohnovy nemoci, kolitidy, ulcerativni kolitidy, Behcetovy nemoci, chronicka obstrukéni
plicni nemoci, metastatického melanomu, zanétd po operaénich vykonech, zanétu povrchu oka,
uveitidy, retinitidy, makularni degenerace, syndromu suchého oka, alergické rhinitis, alergického
astmatu, astmatu bronchiale, sclerosis multiplex, systémové sklerozy, chronické infekce HCV,
akutniho poSkozeni jater, nealkoholické steatohepatitis, rheumatoidni artritidy, psoriatické artriti-
dy, ankylosni spondylitidy, psoridzy, lupus erythematosus, alopecia areata, vitiliga, cerebralniho
vazospazmu, amyotrofické lateralni sklerdzy, frontotemporalni demence, Alzheimerovy nemoci,
Parkinsonovy nemoci, polyglutaminovych onemocnéni, Pickovy nemoci, demenci, iktu, nemoci s
argyrofilnimi zrny (AgD), srde¢niho selhani, aneurysmatu abdominalni aorty, retinoblastomu,
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nadord kolorekta, prsu a ovaria, obezity, diabetu 2. typu, aterosklerézy, hypertenzni nemoci,
pulmonarni hypertenze, erektilni dysfunkce, restenézy po vaskularni nebo srde¢ni chirurgii, be-
nigni neoplasii, neovaskularniho glaukomu, diabetické retinopatie, okularni neovaskularizace,
diabetické nefropatie, hemorhagické teleangiektasie, prevenci rejekce transplantatu, korekei jiz-
veni kiize.

Vynélez také zahrnuje farmaceutické pFipravky obsahujici 2,6-disubstitutované puriny obecného
vzorce | a farmaceuticky ptijatelné nosice.

Mimoradng vyhodnymi slougeninami podle vynalezu jsou derivaty obecného vzorce 1, které ne-
sou substituent R1 vybrany ze skupiny zahrnujici: N-morfolinyl, N-pyrrolidinyl, N-pyrazolidi-
nyl, N-imidazolidinyl, N—piperazinyl, N-piperidinyl, N-thiomorfolinyl, 4-methylpiperazin-1-yl,
4—(2-hydroxethyl)piperazinyl, (R)~(2-hydroxymethylpyrrolidine-1-yl), ethylamino, propylami-
no, butylamino, (2-hydroxyethyl)amino, (3—hydroxypropyl)amino, 2(R)-hydroxypropylJamino,
2(S)-hydroxypropylamino, 4-hydroxybut-2(R)-ylJamino, 4-hydroxybut-2(S)-yllamino, 4—
hydroxybut-2(R,S)-yl]lamino, 2—(hydroxy—2-methyl)propylJamino,  (2,3—dihydroxypropyl)-
amino, (l-hydroxy—3—methylbutyl)amino, [(R,S)}~(2-hydroxypent-3-yl)Jamino, [(R}H2-
hydroxypent-3-yl)Jamino, [(S)«2-hydroxypent-3-yl)Jamino, (R)-[l-isopropyl—2-hydroxy-
ethyl]amino, (S)-[l-isopropyl-2—hydroxyethyl)amino, (2-aminoethyl)amino, (3—aminopropy!)-
amino, (4—aminobutyl)amino, (5—aminopentyl)amino, (6—aminohexyl)amino, [3-amino—2-
hydroxypropyl]amino, [1—-(dimethylamino)methyl]amino, [2— (dimethylamino)ethylJamino, [3—
(dimethylamino)propyl]amino, [4—(dimethylamino)butyl]amino, [2—(diethylamino)ethyl]amino,
[3—(diethylamino)propyl]amino, (aziridin—I—yl)ethylamino, (azolidin-l-yl)ethylamino, (azetidin—
l-yl)ethylamino, (piperidin—I-yl)ethylamino, (azetidin—l-yl)ethylamino, (azetidin—l—yl)propyl-
amino, cyklopropylamino, cyklobutylamino, cyklopentylamino, cyklohexylamino, (cis—2—
aminocyklohexyl)amino,  (frans—2—aminocyklohexyl)amino, (cis, trans—2—aminocyklohexyl)-
amino, (cis,trans—3-aminocyklohexyl)amino, (trans—4-aminocyklohexyl)amino, (cis—4—amino-
cyklohexyl)amino,  (cis,trans—4—aminocyklohexyl)amino, (cis—2-hydroxycyklohexyl)amino,
(trans=2-hydroxycyklohexyl)amino, (cis, frans—2-hydroxycyklohexyl)amino, (cis,frans—3—
hydroxycyklohexyl)amino,  (frans—4-hydroxycyklohexyl)amino, (cis—4-hydroxycyklohexyl)-
amino, (cis, frans—4—hydroxycyklohexyl)amino, (2—methoxybenzyl)amino, (3—methoxybenzyl)-
amino, (4-methoxybenzyl)amino, (3,5—-dimethoxybenzyl)amino, (2,6—dimethoxybenzyl)amino,
(3,4,5-trimethoxybenzyl)amino, (2,4,6—trimethoxybenzyl)amino, (2—fluorbenzyl)amino, (3—
fluorbenzyl)amino, (4—fluorbenzyl)amino, (2—chlorbenzyl)amino, (3—chlorbenzyl)amino, (4-
chlorbenzyl)amino, (2,4—dichlorbenzyl)amino, (3,4,5-trichlorbenzyl)amino.

Farmaceutické kompozice

Vhodné cesty pro aplikaci systémovou aplikaci jsou oralni, inhalaéni, injekéni (intravazalni, in-
tramuskularni, subkutann{), bukalni, sublingualni a nasalni. Lokalni podani je mozné ve formé
oénich a usnich kapek a masti, ve formé vaginalnich piipravki a rektalnich Cipki. Pro terapii
onemocnéni skalpu a kize jsou vyhodou 1ékovou formou roztoky, krémy a masti. V ptipadé
onemocnéni oka miize byt vhodnou formou podani intravitrealni injekce nebo medikovany inzert.
V ptipadé onemocnéni plic pak inhalatni Iékové formy. Vhodnou formou prevence restendzy po
cévni nebo srdedni chirurgii je medikovany stent. V piipadé onemocnéni gastrointestinalniho
traktu je vyhodné peroralni nebo rektalni podani.

Preferovany zpiisob podani zavisi na stavu pacienta, toxicité slouceniny a misté infekce, kromé
ostatnich ohledd znamych klinikovi.

Terapeuticky ptipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pficemz jednorazové davky obsahu-
ji ptednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pfi zpasobech aplikace, které nejsou jednorazove,
obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkove formy jsou napf. potahova-
né tablety, tablety, ampule, lahvicky, &ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou napf. masti,
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krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. P¥ikladem jsou tobolky obsahu-
Jici od 0,05 do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické pfipravky podle piedlozeného vynalezu jsou pfipravovany znamym zpiisobem,
napf. béznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizaénimi procesy.

Pfednostné jsou pouZivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pied pouzitim,
napi. v pfipad¢ lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em
Jako je mannitol. Farmaceutické ptipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napi. konzerva¢ni pfipravky, stabilizatory, zvlhdovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci &inidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pripravovany znamym zpiisobem, nap.
béZnym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
zvySujici viskozitu, jako napf. sodnou siil karboxymethylcelulézy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo Zelatinu. Olejové suspense obsahuji jako olejovou sloZku rostlinné, syntetické nebo semi-
syntetické oleje obvykié pro injekéni ugely. Oleje, které zde mohou byt zmin&ny, jsou obzvlaste
kapalné estery mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym
fetézcem majicim 8-22, s vyhodou pak 12-22 uhlikovych atomii, napt. kyselinu laurovou, tride-
kanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a
behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napt. kyselinu olejovou, alaidikovou, euri-
kovou, brasidovou a linoleovou, pfipadné s pfidavkem antioxidantii, napt. vitaminu E, beta—
karotenu nebo 3,5-di~tert-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholové slozka téchto esterti mastnych
kyselin nema vice nez 6 uhlikovych atomi a je mono- nebo polyhydricka, napf. mono—, di— nebo
trihydrické alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale
hlavné glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napf. ethyl oleat, isopropyl
myristat, isopropyl palmitat, ,Labrafil M 2375“ (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefoseg,
Pafiz), ,Labrafil M 1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou
oleje z merurikovych jader a slozené z glyceridi a esterii polyethylen glykolu; Gattefoseé, Paiz),
»Labrasol* (nasycené polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou TCM a slozené z gly-
ceridi1 a esterd polyethylen glykolu; Gattefoseé, Pariz) a/nebo ,,Miglyol 812« (triglycerid nasyce-
nych mastnych kyselin s délkou fetézce Cg az C;, od Hiils AG, Némecko) a zvl4sté rostlinné
oleje jako bavinikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej, sdjovy olej
a zejména olej z podzemnice olejné.

Ptiprava injek¢niho pfipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplsobem, napt. pl-
nénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obald.

Napt. farmaceutické pripravky pro oralni pouZiti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s jed-
nim nebo vice tuhymi nosici, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud Jje to pozadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet pfidavkem daigich neutral-
nich latek.

Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napf. laktoza, sacharéza, mannitol nebo sorbi-
tol, celulézové preparaty a/nebo fosforeénany vapniku, s vyhodou fosfore&nan vapenaty nebo
hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako ¥kroby, s vyhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryzovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluléza, hydroxypropylmethylceluléza, sodna sil karboxyme-
thylcelulozy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako vy3e
zminéné Skroby a dale karboxymethylovy $krob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginové kyselina
a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutrélni ltky jsou regulatory toku a lubrikanty, s vy-
hodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearové a jeji soli jako stearat hore¢naty a/nebo vape-
naty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vigi
Zaludetni $tave, pficemz pouzivané potahy jsou mezi Jinymi koncentrované roztoky cukri, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a/nebo oxid
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titani¢ity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich roz-
poustédel, i pro ptipravu potahd odoinych vigi Zalude¢ni §tavé roztoky vhodnych celulézovych
preparatl jako acetylceluldzaftalat nebo hydroxypropyimethylcelulézaftalat. Barviva nebo pig-
menty jsou pfimichavéany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro identifikaci nebo charak-
terizaci riznych davek G¢inné slozky.

Farmaceutické piipravky, které mohou byt uZivany oralné, jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny
nebo mékké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zm&kovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé to-
bolky mohou obsahovat aktivni latku ve form& granuli, smichanou napf. s plnidly jako je kuku-
fiény skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hore¢naty, a se stabilizatory. V mék-
kych tobolkach je aktivni latka pfednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych kapal-
nych latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen glykol
&i estery mastnych kyselin a ethylen nebo propylen glykolu, pfi¢emz je také mozno pfidat stabili-
zatory a detergenty napf. typu esteril polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou napf. sirupy pfipravované béznym zpiisobem, které obsahuji
aktivni slozku napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, pfednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoziuje vhodnou individualni davku, napt. kdyz je mé-
feno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napt. praskové nebo kapalné koncentraty pro pfipravu
koktejlt, napf. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnoZzstvi odpovidajicim
jednotkové davce. Farmaceutické ptipravky, které mohou byt pouzivany rektalng, jsou napf. Cip-
ky, které obsahuji kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zaklady jsou napt. ptirodni nebo
syntetické triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vy33i alkoholy.

Piipravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve form¢ rozpustné
ve vodé, napt. ve vodé rozpustna stil nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky zvySuji-
ci viskozitu, napf. sodnou sil karboxymethylcelulozy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory tam
kde je to vhodné. Aktivni latka mize byt také piitomna ve formé lyofilizatu spole¢né s excipienty
kde je to vhodné a mizZe byt rozpusténa pied parenteralni aplikaci pfidanim vhodnych rozpouste-
del. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteraini aplikaci, mohou byt pouzity napf. i pro infizni
roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbova, nebo
mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale pfednostné 20 az 50 %
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvoii zejména uhlovodiky, napf. vazelina, parafinovy olej
nebo tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy
a jejich estery, napf. cetyl alkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlep3eni kapa-
city pro vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanové estery
mastnych kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k vodné fazi
jsou napt. smacedla jako polyalkoholy, napf. glycerol, propylen glykol, sorbitol a/nebo polyethy-
len glykol, nebo konzervacni prostfedky ¢i pfijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako béazi hlavné uhlovodiky, napt. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale piirodni nebo sem i syntetické tuky, napf. hydrogenované kokosové
triglyceridy mastnych kyselin nebo, s vyhodou, hydrogenované oleje, napf. hydrogenovany rici-
novy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale aste&né glycerolové estery mastnych kyselin,
napt. glycerol mono—a/nebo distearat. Dale obsahuji napi. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo
aditiva zmin&nd v souvislosti s mastmi, ktera zvysuji pfijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze
jsou zejména mastné alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo staryl alkoholy, mastné kyseliny, napfi-
klad palmitova nebo stearovd kyselina, kapalné a pevné vosky, napfiklad isopropyl myristat, la-
nolin nebo véeli vosk, a/nebo uhlovodiky, napiiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy ole;.
Emulgatory jsou povrchové aktivni sloudeniny s pfevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery mastnych kyselin polyalkohold nebo jejich ethy-
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lenoxy adukty, napf. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové
estery (Tween), dale polyoxyethylenové étery mastnych alkoholii nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfati mastnych
alkohold, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkoholi, napf. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl
alkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pted vyschnutim, napf.
polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylen glykol a polyethylen glykol, a déile konzervaéni
¢inidla a ptijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy ko-
v, napf. oxidy titanu nebo oxid zine€naty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za kol va-
zat pritomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
formé, pfiCemZ jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako polyhalogeno-
vané alkany, napf. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo piednostné nehalogenované
plynné uhlovodiky, vzduch, N,O ¢&i oxid uhlicity. Pouzivané olejové faze jsou stejné jako pro
masti a krémy a také jsou pouZivana aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné—etanolickou bazi, ke které jsou pfimichana zvih¢ova-
dla pro sniZeni odpafovani, jako jsou polyalkoholy, napi. glycerol, glykoly a/nebo polyethylen
glykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizsich polyethylen glykolu, tj. lipofil-
ni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize etanolem, a pokud
Jje to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinarni pfipravky obsahujici nejméné jednu aktivni slozku spo-
lené s veterinarnim nosi¢em. Veterinarni nosice jsou materialy pro aplikaci pfipravku a mohou
to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo pfijatelné ve veterinarni mediciné
a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni p¥ipravky mohou byt podavany oralng,
parenteralné nebo jakoukoli jinou pozadovanou cestou.

Vynilez se také vztahuje na procesy nebo metody pro lé¢eni nemoci zminénych vyse. Latky mo-
hou byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé farmaceutickych
pfipravki, pfednostné v mnoZstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem, p¥i¢emz u teplo-
krevnych Zivo€ichi, napt. ¢loveka, vyZzadujiciho takovéto osetieni, je latka pouZzivana zejména ve
formé farmaceutického pfipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana denni davka
latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 ukazuje vliv latek na fosforylaci MLC2 v liniich A375 (a), A2058 (b) a HT1080 (c).
Intenzita signalu odpovidajici MLC2 a pMLC2 (Thrl8/Serl9) na membrané po SDS-PAGE a
imunoblotu byla hodnocena denzitometricky.

Obrazek 2 ukazuje vliv latek na stav aktinového cytoskeletu a morfologii bunék BJ. Aktin byl
vizualizovan pomoci falloidinu znaeného FITC. Zvétieni 10x. Kontrolni butiky (a), s latkou 30

(b).

Priklady uskutednéni vynalezu

Vynalez je popsan pomoci nasledujicich pfikladd, které ovsem nijak neomezujf jeho rozsah.

Teploty tani byly stanoveny na Kofflerové bloku a nebyly korigovany. Vechny reagencie byly
ze standardnich komer¢nich zdroji a analytické &istoty. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla
provadéna na hlinikovych destitkach se silikagelem Fs4 od fy Merck. Skvrny byly vizualizovany
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pod UV svétlem (254 nm). Elementarni analyzy (C, H, N) byly méfeny na EA1108 CHN analy-
zatoru (Thermo Finnigan). Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) byla provadéna na
Beckman Gold systému. Vzorky jednotlivych latek byly pro HPLC analyzu rozpustény v metha-
nolu a nastiiknuty na kolonu LiChroCARD 250 x 4 mm s naplni Purospher RP-18e¢, 5 pum
(Merck) a eluovany isokraticky mobilni fazi sestavajici z methanolu (HPLC grade) a AcOH/-
AcONH, pufru (pH = 3,4; 40 mM; s piidavkem 5 % (v/v) MeOH) ve vhodném poméru (v/v) pfi
pritoku 0,5 ml/min, neni-li uvedeno jinak. Eluované latky byly detekovany UV detektorem pfi
200 az 300 nm. NMR spektra (o ppm; J, Hz) byla méfena na pfistroji Bruker Avance AV 300 pfi
teploté 300 K a frekvenci 300,13 MHz (1H), respektive 75,48 MHz (13C) nebo JEOL ECA-500
spektrometr pracujici pfi frekvencich 500,16 MHz ('H) a 125,76 MHz (°C) pii 25 °C za pouziti
tetramethylsilanu jako vnitiniho standardu. Hmotnostni spektra byla méfena za pouZiti ptimého
nastiiku na Waters Micromass ZMD 2000 hmotovém spektrometru (con voltage 20 V), ionizace
elektrosprejem. Vzorky pro MS méfeni byly rozpustény v methanolu okyseleném kyselinou mra-
vendi (5 kapek HCOOH / 100 ml methanolu). Jako staciondrni faze pro sloupcovou chromatogra-
fii slouZil silikagel PharmPrep 60 CC (40 az 63 um) nebo silikagel Kieselgel 60 (zrnitost 230 az
400) (Merck). Vsechny slou¢eniny vykazaly uspokojivé elementéarni analyzy (< 0,4 %).

Ptiklad 1 P¥iprava 2—chlor—6—(1,4—dioxa—8—azaspiro[4.5]dekan—8—yl)purinu (18)

2,6-Dichlorpurin (206 mg; 1,1 mmol) byl rozpu$tén v 2—propanolu (3,0 ml), ptidan triethylamin
(0,23 ml; 1,6 mmol) a 1,4-dioxa—8-azaspiro[4.5]dekan (0,17 ml; 1,3 mmol). Roztok, ktery zahy
presel v suspenzi, byl zahiivan 1,5 h pii 65 °C. Po ochlazeni bylo pH reakini smési upraveno
kyselinou octovou (10 kapek) na pH = 7. Suspenze byla ulozena ptes noc do lednice. SraZenina
produktu byla odfiltrovana, na frité nékolikrat diikladné promyta 2—propanolem a destilovanou
vodou a vysuSena v exsikatoru s NaOH. Bila sadrovita latka. Vytézek 280 mg; 87 %. T. t: 275 az
278°C. HPLC R = 16,9 min (60 % CH;OH + 40 % pufr); UV (60 % CH;OH + 40 % pufr) Ay
238 nm, Amgx 278 nm. MS ESIH(CV 18) m/z (rel. %): 296 [M+H]" (74), 298 [M+H]" (27), 318
[M+Na]™ (100), 352 [M+Na]" (38); ESI" (CV 19) m/z (rel. %): 294 [M] (100), 296 [M]™ (31).
'H NMR (500 MHz, DMSO-d): 8 1.70-1.72 (m, 4H); 3.93 (s, 4H); 4.24 (bs, 4H); 8.08 (s, 1H);
13.07 (bs, 1H); *C NMR (125 MHz, DMSO-dy): & 34.6, 42.8 (bs), 63.8, 106.2, 117.7, 138.7,
152.4,152.6, 153.0.

Priklad 2 Piiprava 2—(2-hydroxyethylamino)-6—(1,4—dioxa—8-azaspiro[4.5]dekan-8-yl)purinu
(19)

2—Chlor-6—(1,4—dioxa—8—azaspiro[4.5]dekan—8—yl)purin (pfiklad 10) (143 mg; 0,49 mmol) byl
rozpuitén v ethanolaminu (1,5 ml). Roztok byl zahiivan 25 h pii 147 °C. Po ochlazeni byla re-
akéni smés vloZena na tyden do lednice. Z reakéni smési vykrystaloval sadrovity produkt. Pro-
dukt byl odfiltrovan, na frité nékolikrat dikladng promyt vychlazenym 2-propanolem (celkem
10 ml) a destilovanou vodou (celkem 10 ml) a vysusen v exsikatoru s P,Os. Bila sadrovita latka.
Vytézek 120 mg; 78 %. T. t: 246 a7z 248°C. HPLC R, = 5,4 min (60 % CH;OH + 40 % pufr), R, =
6,9 min (50 % CH;OH + 50 % pufr); UV (50 % CH;0H + 50 % puft) Apax 238 nm, Amin 251 nm,
Aenax 255 M, Ain 273 1M, Ay 291 nm. MS ESI+ (CV 18) m/z (rel. %): 321 [M+H]" (100); EST”
(CV 19) m/z (rel. %): 319 [M] (100). 'H NMR (500 MHz, DMSO—dy): & 1.62-1.64 (m, 4H);
3.27(q,J= 6.11 Hz, 2H); 3.49 (t, /= 6.11 Hz, 2H); 3.91 (s, 4H); 4.18 (bs, 4H); 4.63 (bs, IH);
6.08 (bt, J= 5.81 Hz, 1H); 7.66 (s, 1H); 12.26 (bs, 1H); C NMR (125 MHz, DMSO-dy): &
34.7,42.4,43.8,60.3,63.7, 106.6, 113.2, 134.6, 153.1, 153.7, 158.8.

Ptiklad 3 Ptiprava 2—chlor-6—(1,4-dithia—8-azaspiro[4.5]dekan—8-yl)purinu (28)
2-Chlor—6—(4—piperidon—l—yl)purin (8, piiklad 9) (215 mg; 1,0 mmol) byl suspendovén v toluenu
(10,0 ml), pfidan ethandithiol (0,11 ml; 1,3 mmol) a monohydrat kyseliny p—toluensulfonoveé

(198 mg; 1,0 mmol). Reakéni smés byla zahfivana 3 h 40 min pii 90 °C. Po ochlazeni byla re-
akéni smés vloZena pies noc do lednice. Z reakéni smési vykrystaloval sadrovity produkt. Pro-
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dukt byl odfiltrovan, na frit¢ n&kolikrat dikladné promyt vychlazenym toluenem (celkem
10,0 ml), 2—propanolem (celkem 2,5 ml) a destilovanou vodou (celkem 5 ml) a vysusen v exsika-
toru s P,Os. Vytézek surového produktu 207 mg; 63 %. Surovy produkt byl krystalovan z ethano-
lu. Bily prasek. T. t.: 283 az 286°C (tani pfedchazi sublimace, tanf za rozkladu). HPLC R, = 16,7
min (80 % CH;0H + 20 % pufr); UV (80 % CH;0H + 20 % pufr) Amin 238 nm, Ama, 280 nm. MS
ESI+ (CV 18) m/z (rel. %): 328 [M+H]" (100), 330 [M+H]" (48), 350 [M+Na]" (97), 352
[M+Na]" (46); ESI" (CV 19) m/z (rel. %): 326 [M] (100), 328 [M] (42). '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): § 2.09-2.12 (m, 4H); 3.34 (s, 4H); 4.24 (bs, 4H); 8.12 (s, 1H); 13.17 (bs, 1H); °C
NMR (125 MHz, DMSO-d;): 837.9, 41.2, 44.6 (bs), 66.2, 117.7, 138.7, 152.3, 152.6, 153.0.

Piiklad 4 Ptiprava 2—(2-hydroxyethylamino)-6—(1,4—dithia—8-azaspiro[4.5]dekan—8—yl)purinu
(30)

2—Chlor-6—1,4—dithia—8-azaspiro{4.5]dekan—8—yl)purin (28, piiklad 12) (137 mg; 0,42 mmol)
byl rozpustén v ethanolaminu (1,3 ml). Roztok byl zahtivan 19 h p¥i 149 °C. Po ochlazeni byl
produkt vysraZen z reak¢ni smési destilovanou vodou (10 ml). Suspenze byla vloZena pfes noc do
lednice. MIékovita sraZzenina produktu byla odfiltrovana, na frit¢ n&kolikrat dikladné promyta
destilovanou vodou (celkem 10 ml) a vysusena v exsikatoru s P,Os. Vytézek surového produktu
134 mg; 91 %. Surovy produkt byl krystalovan z ethanolu. Bil4 sadrovita latka. T. t.: 222 az
224°C. HPLC R; = 6,3 min (80 % CH;0H + 20 % pufr), R, = 8,5 min (70 % CH;0H + 30 %
pufr); UV (80 % CH3;O0H + 20 % pufr) Amax 239 nm, Apin 272 nm, Apay 294 nm. MS ESI+ (CV 18)
m/z (rel. %): 353 [M+H]" (100), 375 [M+Na]" (15); ESI" (CV 21) m/z (rel. %): 351 [M] (100).
'H NMR (500 MHz, DMSO—d;): § 2.03-2.05 (m, 4H); 3.28 (q, J = 6.11 Hz, 2H); 3.33 (s, 4H);
3.49 (app. bt, 2H); 4.20 (bs, 4H); 4.62 (bs, 1H); 6.10 (bt, J = 5.81 Hz, 1H); 7.66 (s, 1H); 12.27
(bs, 1H); °C NMR(125 MHz, DMSO—dy): & 37.8, 41.4, 43.8, 44.3,60.3,66.7, 113.2, 134.7, 153.0,
153.7, 158.7.

Tabulka 1: Latky pfipravené podle metod popsanych v prikladech 1 az 13.

—~
D E
N
N/ I/N\>
NS
R17” N7 N
CHN ANALYZA
%] MS (ZMD)-
¢ RI A* R2 D-E v:a;}g:;rgo ANALYZY
C H N |IMAT MAHY
18 cl -CH,- H O(CP']Z)ZO_ ?8"774 ‘2’787 2233*? 294 | 296
19 2-hydroxyethylamino CHy- H OCHO- 5522*29 66"2: 226(;?()3 9 | 3
20 3-hydroxypropylamino -CH,- H O(CI;Z)ZO_ 5534’%8 66693 2255',153 333 335
21 | (RS-4-hydroxybut-2-ylamino |  -CHy- H ocimo-| s | x| e | e |
2 4-hydroxypiperidin- 1-yi -CHy- H O(CH0- 5566"685 66’75’ 2233312 359 | 361
23 ci -CHy H -O(CHy)S- ‘266’,253 ‘:‘,553 2222;,416 310 | 312
2 N, N-dimethylamino CHy- H -O(CHahS- 5522‘:"68 66”239 22%’253 319 | 32
25 | (S)-2-hydroxypropylamino -CH- H OCH)S- | Y 56303 D e | 3
26 3-amino-2-hydroxypropylamino -CHp- H ~O(CH,),S- 399’?00 66’?54 226.,,85 364 366
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CHN ANALYZA

%] MS (ZMD)-

& RI A* R2 -D-E- vypodieno ANALYZY
p » N |[VEHT [T

27 4-aminocyklohexylamino -CH,- H -O(CH),S- 5555”570 67909 2251i,l87 388 390
28 cl CHy- I -S(CHy):S- ‘?ff 2?40 221;?()6 326 | 328
29 N, N-dimethylamino CHy- H S(CH):S 4590‘?27 56'?]9 2245’?18 335 | 337
30 2-hydroxyethylamino CHy H S(CHy),S 4477’77‘ 55’772 2’23387“ 351 | 383
31 3-hydroxypropylamino CHy- H -S(CHy):8 ‘1‘98’"96 66'?05 2225?13 365 | 367
32 (S)-4-hydroxybut-2-ylamino -CHy- H -S(CH,),S 55%,580 66;,356 2222’018 379 381
33 N, N-dimethylamino CH- H NH(C:Hz)zs 5523’%4 6;?8 3;’;?: 318 | 320
34 (R)-2-hydroxypropylamino -CH,- H NH(C-Hz)IS 5511’,566 66’693 228é?26 348 350
35 | (R/S)}2-hydroxypent-3-ylamino |  -CHy- H NH(CH;)S 554‘;%9 77”211 2255'?87 376 | 378
36 a CHy H oo | sta | 53 | g | 308 | 310
37 N, N-dimethylamino “CHy- H ocino- | sao | G5 | a6 | 37| 3o
38 2-aminocyklohexylamino -CHy- H O(CHO- 5589;%0 77*’554 2255’30 386 | 388
39 al -CHy- H -c:ii%)g{? 447é?33 45’?15 22]1’,570 24 | 326
40 2-hydroxyethylamino -CH,- H '((IC)I;-L%ZIZ- 5511,?82 %?(3 22:2,92 349 351
41 3-aminopropylamino -CHs- H -O(CHy)sS- 5522’773 66’,654 2233’?16 365 | 367
°42 | (R)-1-(hydroxymethyl)propylamino -CH;- H ~O(CH,),S- 5534’?35 67,902 2222,240 377 376
43 | cis,trans-3-aminocyklohexylamino -CHa- H -O(CHg)sS- 556(,)”535 77254 2244;360 402 404
44 | (R/S)4-hydroxybut-2-ylamino CH;- H S(CHy)S- 5511’795 %g" 221330 393 | 305
45 (hydroxym(e}:f/ligglu;opylamino “CHy- H -S(CHy)S- 55%,580 66?36 2222’028 319 381
46 | cis-4-hydroxyeyklohexylamino CH- H -S(CH)S- 55‘2’2: 66’,75‘ 11%’958 49 | M
47 | irans-2-hydroxycyklohexylamino |  -CHy- H -S(CH),N- 5566,555 77’:"34 22‘2”340 402 | 404
48 | srans-3-hydroxycyklohexylamino |  -CHr H -S(CH):N- 556,;? 77*,254 223,300 402 | 404
49 | trans4-hydroxycyklohexylamino |  -CHy- H -S(CHy):N- 55665; 77*,234 22‘2370 402 | 404
S0 | (S)-d-hydroxybut-2-ylamino CHy H O(CHO- A e R | o
51 | 3-amino-2-hydroxypropylamino CHs- H OCHL0- 55‘1;}30 77"21‘ 22563)8 a6 | 378
52 | 2-hydroxy-2-methylpropylamino -CH,- H -O(CH,)S- 5554%8 77’159 2211’;‘ 391 393
53 | 3-hydroxy-3-methylbutylamino CHy- H -O(CHy).S- 5566’,'53 77’?34 22%’687 405 | 407
54 2-aminoethylamino -CH- H O(CH):S- ’522773 66?64 2235%6 63 | 365
55 morfolin-d-yl -CHy- H S(CHy)\S- 5533”128 6545 22%? 405 | 407
56 3-aminopropylamino CHy- H S(CHy):S- 55‘?;? 65?9‘ 224590‘ 392 | 304
57 4-amincbutylamino -CH,- H -S(CH,).S8- 53,04 7,17 24,05 406 408
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CHN ANALYZA

%] MS (ZMD)-

¢ R1 At R2 -D-E- Yypocteno ANALYZY
e T u | n |

533 1 70 | 237

58 2-aminoethylamino -CH,- H -S(CH,)N- 5533’?; 77’,243 33()"901 361 363
59 | I-(dimethylamino)methylamino |  -CHy- H SCHIN- | 552 77"580 239(5706 35 | a7
60 4-hydroxypiperidin-1-y] CHy- H -S(CH)N- ’566585 77’,25“ 22‘2’310 402 | 404
85 N, N-dimethylamino -CH,-CH- H OCHO- 5567”509 66,957 2266':‘60 317 | 319
86 2-hydroxypropylamino -CHp-CHy- H - 5554,136 66994 22‘;’"02 347 | 349
87 N.N-dimethylamino -CH,-CHy- H -O(CH)S- 5533’5557 66*’653 2255”153 333 | 335
88 | 2-(N.N-dimethylamino)ethylamino | -CH,-CHy- H -O(CHa)S- 55‘1;?39 77’,231 2256,917 376 | 318
89 a -CH;-CHy- H -S(CH):S- ‘255’27 43,752 22%:‘48 340 | 342
9 4-aminobutylamino -CHy-CH,- H S(CH)sS- 55‘2%8 %?7‘ 223?5' 392 | 394
91 I-hydroxybut-2-ylamino | -CH,-CHy- H -S(CHy)sS- 55‘1’755 6(;,674 2211’?50 393 | 395
» 6-aminohexylamino -CH;-CHy- H o | NH(CHS S I A T I T
93 | 2-hydroxy-2-methylpropylamino | -CHy-CHy- H NH(CI)S 55‘1’%9 77"20’ 2255?77 376 | 378
94 | 2-hydroxy-2-methylpropylamino | -CHy-CHy- H OCHO- 5577483 77,,580 %if 375 | 31
95 3-hydroxy-3-butylamino CH,-CHy- H OCHO- 5577’?13 7;3;’ 22223(3 375 | 37
96 | 23-dihydroxypropylamino | -CH,-CHy H -O(CHy);S- 551f756 6624 22'1',360 393 | 395
97 | 1-hydroxy-3-methylbut-2-ylamino | -CHy-CH,- H -O(CHS- 5566”103 77’34 22%?57 405 | 407
S8 (R/8)-2-hydroxypent-3-ylamino | -CH,-CH,- H -S(CH,);S- 5543’?70 7,/3.]06 ‘199’,879 421 423
99 | (R)-2-hydroxypent-3-ylamino | -CH,-CH- H -S(CIL)S- 5543’?80 77’f16 11%?89 o | 43
100 | (S)-2-hydroxypent-3-ylamino | -CHy-CHy- H S(CH)S- 55430‘? 77:'26 1195,879 21 | o4
101 2-hydroxyethylamino CH,-CH- H -S(CHy),N- 5522’?57 6;?()3 226;?27 362 | 364
102 | (R/S)-2-hydroxypropylamino | -CHy-CHy- H -S(CHy),N- 55‘2?49 77’,251 2256,937 376 | 378
103 (R)-2-hydroxypropylamino -CH,-CH,- H -O{CH,),S- 25528 77”119 Zzll’ﬁl 391 393
104 (S)-2-hydroxypropylamino -CH,-CH;- H -O(CHWS- 5554”%8 77”]49 221]’21 391 393
105 2.3-dihydroxypropylamino -CHy-CHp- H -O(CH,)S- 5522’,972 66331 22%’547 407 409
106 | 3-hydroxy-3-methylbutylamino | -CHy-CH,- H -S(CHy)sS- 55553)2 77’,339 ‘199”225 435 | 437
107 | 23-dihydroxypropylamino | -CHy-CH- H -S(CH)S- 5501’,932 %fg '2%75’ 423 | 425
108 | 1-hydroxy-3-methylbut-2-ylamino | -CHy-CH,- H -S(CHy):S- 555§i7 65; ’199”324 433 | 435
109 | (R/S)-2-hydroxypent-3-ylamino | -CHy-CH,- H -S(CHy).N- 5577”255 78’?23 2233’,227 418 | 42
110 | (R)-2-hydroxypent-3-ylamino | -CHy-CHy- H -S(CHy)N- :;555?52 7{‘.,7 2255’34 39 | 392

* pokud mé fragment A vice &lent, je prvni uvedeny atom ve struktufe umistén blize atomu
dusiku vazanému na purin

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
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b) roztok: MeOH p.a. + H,O + NH;

Piiklad 5 Hodnoceni inhibice ROCK kinazy in vitro

Schopnost latek inhibovat rekombinantni ROCK2 byla hodnocena v testu zaloZeném na sledova-
ni inhibice inkorporace P pochazejiciho z ATP do oligopeptidu LRRWSLG odpovidajicimu
&asti peptidové sekvence rozpoznavané ROCK2. Do jednotlivych jamek 96 jamkové desky bylo
piidano 2 pl S-krat koncentrované testované latky, 1 pl roztoku rekombinantniho enzymu (Proqi-
nase), 1 pl roztoku substratu peptidu LRRWSLG a 1 pl vody. Reakce byla nastartovana pfidanim
5 pl reakéniho pufru obsahujiciho [v—"P]ATP. Deska byla inkubovana 50 minut v termobloku
nastaveném na 37 °C. Poté byla reakce zastavena pfidanim 5 pl 3% kyseliny orthofosforecné.
5l reakéni smési z kazdé jamky bylo pieneseno na fosfocelulézovy papir, ktery byl poté
oplachnut 96% etanolem a uzavien do kazety AE-PR-2025 s citlivou deskou. Ta byla po 16
hodinach skenovana v ptistroji Image Reader Bas—1800 softwarem BAS—1800. Intenzita signalu
byla odedtena v programu Aida Image Analyzer. Hodnoty IC50 byly vypocteny z davkovych
kiivek pro 10 koncentraci inhibitoru. Maximalni testovana koncentrace byla obvykle 10 nebo 50
pmol/litr, nasledujici koncentrace byla polovi¢ni oproti koncentraci pfedchozi. Experiment byl
opakovan alespoi 3 krat.

SloZeni pufri bylo nasledujici:
Reakéni pufr (2x): 1 ml 2x kindzového pufru -+ 30 pl 1 mM ATP + 0,5 [y-33P]ATP

Kinazovy pufr (2x) (20 ml): 4 ml 0,5 mol/l Hepes pH 7,4 + 0,2 ml 2 mol/l MgCI2 + 0,4 ml
0,25 mol/l EGTA+ 0,8 ml 0,5 mol/l glycerol 2—fosfat + 0,2 ml 0,2 mol/l NaF; uprava na pH 7,4;
doplInéni ptesné na objem 20 ml H,O

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2. Z vysledki je patrné, Ze testované latky efektivng inhibuji
ROCK?2 kinazu in vitro.

Tabulka 2: Hodnoceni inhibice ROCK kinazy in vitro. Hodnoty jsou uvedeny v umol/1

latka IC50 SD
30 1,54 0,37
19 18,94 3,45

Ptiklad 6 Hodnoceni inhibice kinaz in vitro

K uréeni zbytkové aktivity po aplikaci 50 mikromolarniho roztoku latky v DMSO byl pouzit
systém KinomeScan (Discoverx). Rekombinantni kindzy znatené DNA jsou vazany na imobili-
zovany ligand. Pokud testovana latka narusi tuto vazbu, dojde k uvolnéni kinazy. Jeji mnozstvi v
eludtu je pak stanoveno pomoci RT-PCR. Kazdy experiment byl proveden v duplikatu. Vysledky
shrnuje tab. 3. Testované latky vyznamné inhibuji kindzy z ROCK, JNK a JAK rodin (tuéné),
pfitemz schopnost inhibovat dalsich 52 kinaz reprezentujicich lidsky kinom je podstatné niZsi.
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Tabulka 3: Hodnoceni inhibice ROCK, JNK, JAK a dalsich kinaz in vitro.

kinasa }étka'SO Tt Lt
% residualni aktivity

JAK3 0
JNK1 0.1
ROCK2 0.1
JNK3 0.4
JNK2 14
JAK2 1
KIT 40
SRPK3 24
PDGFRA 25
ALK 24
ABL1-phosphorylated 26
ABL 1-nonphosphorylated 28
TRKA 31
PIK3CG 21
VEGFR2 23
MEK 1 42
CTK 25
MEK?2 39
PLK4 43
CSNK1G2 35
ERK1 25
ERBB2 63
PLK1 33
PIK3C2B 20
PAK4 35
BRAF(V600E) 32
PLK3 44
ZAP70 63
PIM1 40
FGFR3 23
PIM3 31
PDPK1 29
MKNK1 45
GSK3B 51
PHKG1 45
LKB1 82
FAK 44
p38-alpha 66
p38-beta 91
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Kinasa Latka 30
% residualni aktivity

RPS6KAS5(Kin.Dom,2-C-terminal) 23
PIM2 86
PAK2 46
EGFR 34
TIE2 38
PIK3CA 60
MAP3K4 36
ACVRIB 100
AKT2 84
PKAC-beta 62
YANK3 85
MAPKAPK?2 99
PAK1 70
SRC 71
EPHA2 80
PKAC-alpha 87
AKTI 100
IGFIR 100
RAF1 100
TGFBRI1 100

Ptiklad 7 Hodnoceni toxicity

Resazurin (7-Hydroxy—-3H-phenoxazin-3—one 10-oxide) je modra slabé fluorescentni latka,
ktera je mitochondriemi ireverzibilné redukovana na Cerveny vysoce fluorescentni resofurin.
Pouziva se proto k hodnoceni viability bakteridlnich i eukaryotickych bunék. V testu byl sledo-
van vliv 72 hodinového piisobeni n&kolika koncentraci latek (trojnasobna fedici fada, maximalni
koncentrace = 50 mikroM) na viabilitu koZnich fibroblastii BJ, keratinocyti HaCaT a bungk sit-
nice ARPE-19. 5000 bun&k bylo vyseto do jednotlivych jamek 96 jamkové mikrotitratni destic-
ky 24 hodin pied ptidanim testovanych latek. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO vehi-
culum. Po 72 hodinovém ptisobeni byl pfidan roztok 1000x koncentrovany roztok resazurin v
DMSO do kone&né koncentrace 100 microM. Fluorescence byla méfena po 1 hodinové (ARPE-
19) ptipadné 3 hodinové (HaCaT a BJ) inkubaci Hodnoty 1C50 byly vypocteny z davkovych
kiivek pomoci programu v jazyce R vyuzivajiciho knihovnu drc. Vysledky ukazuje tabulka 4.
Latky v testovaném koncentraénim rozmezi nevykazuji vyznamnou toxicitu proti nenadorovym
buiikam kiize a oka.
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Tabulka 4: Hodnocenti toxicity na bun&&nych liniich. Hodnoty ICs, jsou uvedeny v pmol/1.

Linie
latka BJ ARPE- | HaCaT
19
19 >100 >100 >100
30 >100 >100 >100

Priklad 8 Hodnoceni inhibice ROCK kinaz v buiikach

Jednim z cilu ROCK kinaz v buiice je MLC2. MLC2 fosforylovana na Thr18 a Ser19 reguluje
stav aktinového cytoskeletu a v diisledku toho i tvar a pohyb bunék. Sledovani vlivu latek na fos-
forylaci MLC2 pomoci imunodetekce po SDS-PAGE a westernovém pienosu bylo pouzito k
prikazu jejich schopnosti dosahnout efektivni koncentrace v burikach. Jako pozitivni kontrola
byly pouzity znamé inhibitory ROCK kindz Y-27632 a fasudil. Pouzity byly linie A375m2,
A2058, HT1080. Linie byly kultivovany v Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma, D6429)
obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum (Sigma, F7524) ve standardnim inkuba&nim prostiedi
(37 °C, 5% CO2, absolutni vlhkost vzduchu). Buiiky po 24 hodinovém psobeni latek (10 mikro-
mol) byly zlyzovany v ledovém lyzaénim pufru (1% Triton X—100 v Tris pufru s obsahem inhibi-
tordl proteas /Serva, 20384.07/ a fosfatas/Serva, 39055.01/). Bun&&né lyzaty byly rozdéleny po-
moci 10% SDS-PAGE, pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (AmershamTM ProtonTM
0,45pm NC nitrocellulose blotting membranes od GE Healthcare Life science, 10600002) pomo-
ci imunoblotingu. Aby se predeslo nespecifické vazbé protilatek, membrany byly inkubovany 1
hodinu pfi laboratorni teploté v Tris pufru obsahujicim 4 % bovinniho sérového albuminu (BSA)
(Sigma, A7030) a 1% odtuénéného susené¢ho mléka. Poté byly membrany inkubovany pies noc
pii 4 °C s primarni protilatkou (MLC2 Cell Signaling — katalog, &islo 3672 nebo pMLC2 Thr18/-
Ser19 Cell Signaling katalog, ¢islo 3674) v TTBS (1% roztok BSA v Tris pufru s obsahem 0.1 %
Tween20). Po inkubaci byly membrany ditkladné oplachnuty v TTBS a inkubovany 1 h za poko-
Jové teploty se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou. (rabbit anti-mouse
antibody od Abcam, ab97046 nebo goat anti—rabbit antibody od Santa Cruz Biotechnology, sc—
2030). Po dikladném oplachu TTBS byla provedena detekce pomoci substratu s obsahem lumi-
nolu. Detekce signalu byla provedena pomoci ptistroje LAS—1000 Single System (Fujifilm, To-
kyo, Japan)- Denzitometricka kvantifikace intenzity signalu byla provedena v programu ImageJ
software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Vysledky jsou zobrazeny na obr. 1. Experimenty prokazaly,
Ze testované latky dosahuji v zivych burikach koncentraci schopnych inhibovat ROCK kinazy.

Pfiklad 9 Vliv na stav aktinového cytoskeletu a morfologii fibroblastt

Spole¢nym rysem fibrotickych onemocnéni je reorganizace aktinového cytoskeletu zicastnénych
bunck vCetn fibroblastii podminéna aktivaci ROCK kinaz. Latky inhibujici prestavbu aktinové-
ho cytoskeletu véetné ROCK inhibitort maji terapeutickych efekt v modelech fibrotickych one-
mocnéni. Ke sledovani schopnosti létek ovlivnit stav aktinového cytoskeletu byly vybrany fib-
roblasty BJ. Linie byla kultivovana v Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma, D6429) obsa-
hujicim 10% fetélni bovinni sérum (Sigma, F7524) ve standardnim inkuba¢nim prostiedi (37°C,
5% CO2, absolutni vlhkost vzduchu). Efekt latek (100 umol/1) na cytoskelet B, které byly vyse-
ty v nizké koncentraci (3000 bunék na jamku 96—jamkové desti¢ky, otrava 24 hodin po nasazeni)
byl hodnocen po 24 hodinach po obarveni aktinu TRITC—faloidninem ve fluorescenénim mikro-
skopu. Vysledky jsou zobrazeny na obrazcich 2a, 2b. Testované latky ovliviiuji stav aktinového
cytoskeletu a morfologii fibroblastii maji proto potencial ovlivnit fibroticka onemocnéni.
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Priklad 10 Hodnoceni vlivu na ROCK na migraci a invazivitu bunék

Schopnost vybranych inhibitort (3625, 4686) ovliviiovat invazivitu bun€k byla hodnocena v testu
zaloZeném na sledovani schopnosti bunék pronikat do kolagenni matrix. Z po¢tu bun€k v jednot-
livych vrstvach (hloubkach ostrosti) byl po 72 hodinach vypocten index invazivity. Pouzity byly
buiiky A375m2 a A2058 (melanom), které se pouzivaji jako model ROCK dependentni migrace,
a linie HT1080, ktera migruje ROCK nezavislym zpisobem. Jako srovnavaci latka byl pouzit
klinicky pouzivany ROCK inhibitor fasudil. Jako kontrola slouzilo DMSO vehikulum.

Linie byly kultivovany v Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma, D6429) obsahujicim 10%
fetalni bovinni sérum (Sigma, F7524) ve standardnim inkuba¢nim prostredi (37 °C, 5% CO2,
absolutni vlhkost vzduchu). Testovani invazivity bylo provedeno v Ibidi 15p-Slide Angiogenesis
plates (ibidi, 81506), kdy do kazdé komirky bylo naneseno v 10 pl krysiho kolagenu (1mg/ml)
obsahujiciho testované latky (10 pmol/1), fasudil (10 umol/1) nebo DMSO vehikulum. Na zatuh-
ly kolagen bylo vyseto 1000 bun&k 50ul kultivatniho média obsahujiciho testované latky
(10 umol/1). Po 8 hodinach bylo toto médium nahrazeno za médium bez séra obsahujici stejnou
koncentraci testovanych latek. Po 72 hodinach po vysazeni byly buiky vyfotografovany v riz-
nych hloubkach kolagenniho gelu (0, 10, 20, 30, 40, 50 um) pomoci Nikon-Eclipse TE2000-S
(20x/0.40 HMC objektiv). V kazdém ze tif nezavislych opakovani experimentu byly pro jednotli-
vé latky i kontrolu hodnoceny 3 jamky a pro kazdou jamku 6 ndhodné vybranych nepiekryvaji-
cich se zornych poli. Index invazivity byl vypo&ten podle nasledujiciho vzorce: sum(pocet bunék
v jednotlivych vrstvach * &islo vrstvy)/celkovy poget bunék) a normalizovan vzhledem ke kon-
trole. Statisticka vyznamnost (p<0.05) byla vyhodnocena pomoci ANOVA a Tukeyho testu v R.
Nov¢ inhibitory a srovnavaci latka fasudil v koncentraci 10 pmol/1 statisticky vyznamné snizo-
valy schopnost migrovat a invadovat oproti kontrole v pfipadé améboidnich linii A375m2 a
A2058. Aktivita novych latek a komeréniho inhibitord byla srovnatelna. Efekt na migraci nebyl
pozorovan v piipadé mezenchymalni linie HT1080. Pozorovany efekt na linie améboidni, ale ne
na mezenchymalni linii je v souladu s inhibici ROCK kinaz v buiikach (tabulka 5, 6, 7). Latky
ovlivituji ROCK dependentni migraci bungk, mohou proto najit uplatnéni v onemocnénich, kde
patologicka migrace prispiva k patogenezi, jako jsou metastaticka nadorova onemocnéni véetné
melanomu, neovaskularizace, restendzy po cévni &i srdeéni chirurgii, fibrozy a dalsi nemoci, kde
dochazi k ptestavbé tkané (astma, chronicka obstrukéni plicni nemoc).

Tabulka 5: Hodnoceni invazivity pro linii A375m2

index invazivity | pomér ke kontrole | s.d. koncentrace inhibitoru
30 2,94 0,36 0,14 10 umol/l
Fasudil 4,36 0,53 1,16 10 pmol/]
Kontrola 8,26 1 0,72 0 pmol/l

Tabulka 6: Hodnoceni invazivity pro linii A2058

index invazivity pomér ke kontrole s.d. | koncentrace inhibitoru
30 9,62 0,50 1,35 10 pmol/]
Fasudil 7,04 0,37 0,63 10 pmol/]
Kontrola 19,14 1 7,57 0 pmol/l
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Tabulka 7: Hodnoceni invazivity pro linii HT1080

index invazivity pomér ke kontrole s.d. | koncentrace inhibitoru
30 8,68 1,17 0,61 10 pmol/I
Fasudil 7,62 1,02 0,67 10 pmol/l
Kontrola 7,44 1 1,08 0 pmol/l

Ptiklad 11 Hodnoceni vlivu na morfologii bunék v kolagenni matrix

Buriky melanomu A375m2 a A2058 se v 3D-kolagenni matrix pohybuji améboidnim pohybem
zavislym na aktivit¢ ROCK kindzy. Inhibice ROCK kinazy vede ke ztraté améboidniho pohybu,
buriky ptechazeji na epitelidini morfologii. Experiment sledujici vliv novych latek, klinicky pou-
Zivaného ROCK inhibitoru fasudilu a DMSO vehikula na morfologii vy$e uvedenych bunék v
kolagenu byl proveden ve 48 jamkovych panelech (Biofil, 011048). Linie byly kultivovany v
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Sigma, D6429) obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum
(Sigma, F7524) ve standardnim inkubaénim prosttedi (37 °C, 5% CO2, absolutni vlhkost vzdu-
chu).

Nasledujici hodnoty odpovidaji vypoctu potfebného materialu na jednu jamku panelu: 10*-
1,5x10* bungk v celkovém objemu 25 mikrolitri média bylo smichano s 225 mikrolitry roztoku
krysiho kolagenu (18 % 5x DMEM; 23,26 % voda; 5 % 7,5% NaHCO;; 4,24 % 200mM NaOH;
2% 750mM Hepes; 37,5% 4% krysi kolagen). K buné&éné suspenzi byly pfidany testované latky
(10 umol/l) nebo DMSO vehikulum. Po zatuhnuti kolagenni suspenze bylo do jamek panelu pfi-
dano 500 pl kultivaéniho média s testovanymi latkami (10 pmol/l) ptipadné DMSO vehikulem.
Morfologické zmény byly hodnoceny po 24 h. Za mezenchymalni, byly povaZovany butiky, je-
JichZ délka byla minimaln¢ dvakrat vétsi nez jejich Sitka. Vysledky shrnuji tabulky 8 az 11. Pi-
sobeni testovanych inhibitord méni fenotyp bunék z améboidniho na epitelialni. Améboidni feno-
typ je zavisly na aktivitt ROCK a ROCK—dependentni pfestavbé aktinového cytoskeletu. Testo-
vané latky tedy ovliviiuji aktivitu ROCK a stav aktinového cytoskeletu v buiikach.

Tabulka 8: Linie A375m2, vliv latek na podil morfologickych typii

Inhibitor mezenchymaélni [%] améboidni [%] pfechodné [%]
30 69,57 24,87 5,56
fasudil 55,14 34,32 10,54
Y-73632 65,45 25,31 9,24
kontrola 9,43 87,74 2,83

Tabulka 9: Linie A2058, experiment 1, vliv latek na podil morfologickych typi

Inhibitor mezenchymalni [%] améboidni [%)] pfechodna [%)]
30 66,06 28,51 5,50
fasudil 53,35 42,33 432
Y-73632 78,01 18,63 3,36
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Tabulka 10: Linie A2058, experiment 2, vliv latek na podil morfologickych typi

Inhibitor mezenchymalni [%] améboidni [%] pfechodna [%e]
fasudil 59,44 26,57 13,99
30 55,28 29,19 15,53
kontrola 6,67 91,43 1,90

Tabulka 11: Linie A2058, experiment 3, vliv latek na podil morfologickych typa.

inhibitor mezenchymalni [%] améboidni [%6] pfechodna [%o]
19 40,09 54,25 5,66
fasudil 68,49 2420 7,31
kontrola 14,01 80,93 5,06

Ptiklad 12 Suché tobolky

5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin, zminénych v pfed-
chazejicich ptikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

SloZeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek 180 g
PSeni¢ny Skrob 120 g
Magnezium stearat 80¢g
Laktéz 20g

Postup piipravy: Rozetiené latky jsou protladeny pres sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smési je prenesena do Zelatinové tobolky pomoci pfistroje na pInéni tobolek.

Piiklad 13 Mékké tobolky

5000 m&kkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné
z latek zminénych v pedchazejicich piikladech, se ptipravi nasledujicim postupem:

SloZeni
Aktivni slozka 250 g
Lauroglykol 2 litry

Postup pripravy: Praskova aktivni latka je suspendovana v Lauroglykolu® (propylenglykol laurat,
Gattefoseé S. A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vihkém pulverizatoru na velikost &astic asi
1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pfenesena do mékkych Zelatinovych tobo-
lek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.
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Priklad 14 Mékké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze
slougenin obecného vzorce I, zminénych v predchazejicich ptikladech, se pfipravi nasledujicim
postupem:

SloZeni

Aktivni slozka 250 g
PEG400 1 litr
Tween 80 1 litr

Postup piipravy: PraSkova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o Mr
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween® 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém pulve-
rizatoru na Castice o velikosti 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom prenesena do
mékkych Zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

PATENTOVE NAROKY

1. 2,6-Disubstituované puriny obecného vzorce |

D E
A

NP

N

M
ve kterém
A je vazba nebo ~Z~CH,),—; Z je vybran z S, O, NH, CH,; m je celé &islo v rozmezi 0 az 2;

D a E dohromady tvofi cyklus a —-D-E— je ~X—~(CH,),~Y—, kde X a Y jsou nezavisle vybrany z S,
O, NH, CH,, pfi¢emz alespoii jeden z X a Y jsou S, O, nebo NH, a n je celé &islo v rozmezi 2 a%
4, a piicemz ve skupin€ «(CH,),~ miize pop¥ipadé alespoii jeden vodik byt nahrazen substituen-
tem vybranym z halogenu, OH, O(C1-C4)alkylu, hydroxy(C1-C4)alkylu, SH, S(C1-C4)alkylu,
merkapto(C1-C4)alkylu, NH,, NH(C1-C4)alkylu, N((C1-C4)alkyl),;

R1je vybrano ze skupiny zahrnujici
— halogen vybrany z F, Cl, Br, [;
— heterocykloalkyl, coz znamena C3-C10 cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice, s vy-
hodou 1 az 3, uhlikii kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O,
S, pficemz heterocykloalkylova skupina miZe byt piipadné substituovana alespoii jednim sub-
stituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4
hydroxyalkyl, a amino substituent;

-21 -



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 306434 B6

— heterocykloalkyl alkylalkyl, coz znamena C3—C10 cykloalkyl skupinu, kde jeden nebo vice,
s vyhodou 1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici
N, O, S, a ktera je vazana pies C1-C4 alkylenovy mistek, s vyhodou pres C2—C3 alkylenovy
mustek, pfi¢emz heterocykloalkylova skupina mizZe byt piipadné substituovana alespoti jed-
nim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy,
C1-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

-R-G

kde G je vybrano ze skupiny—NH- a -N(C1-C8 alkyl), a

R' je vybrano ze skupiny zahrnujici
— C2—C10 linearni nebo rozvétveny alkyl, popiipadé substituovany alespoii jednim substi-
tuentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy a amino substituent, s vyhodou jednim
hydroxy a/nebo jednim amino substituentem;
— (dialkylamino)alkyl skupinu, kde alkyl je vybran nezavisle ze skupiny zahrnujici C1-
C10 linearni nebo rozvétveny alkyl;
— C3-C10 cykloalkyl, coz znamena monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu
obsahujici 3 az 10 uhlikovych atomi, ktera je popfipad¢ substituovana alespoii jednim sub-

stituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4
hydroxyalkyl a amino substituent;

— heterocykloalkyl, coz znamena C3-C10 cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice, s
vyhodou 1 aZ 3, uhlikii kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici
N, O, S, pti¢emz heterocykloalkyl je popiipad¢ substituovany alespor jednim substituen-
tem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-C4 hydro-
xyalkyl, a amino substituent;

— heterocykloalkyl alkyl, coz znamena C3—C10 cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo
vice, s vyhodou 1 az 3, uhlikii kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny za-
hrnujici N, O, S, kteréa je vazana pies C1-C4 alkylenovy mustek, s vyhodou pies C2-C3
alkylenovy miistek, pficemz heterocykloalkyl alkyl skupina je popfipadé substituovana
alespoii jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-
C4 alkoxy, C1-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

— benzylova skupina, ktera je popfipadé substituovana alespon jednim substituentem vy-
branym ze skupiny zahrnujici fluoro, chloro, hydroxy, C1-C4 alkyl, C1-C4 alkoxy, C1-
C4 hydroxyalkyl a amino substituent;

R2 miize nebo nemusi byt pfitomen, a pfedstavuje jeden nebo vice substituentd vazanych v libo-
volné poloze kruhu, nezavisle vybranych z =0, ~OH, —C(O)}+(CH,),~O—(H nebo C1-C4 alkyl),
kde p je celé &islo v rozmezi 0 az 4, aryl, arylalkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, =S(O),-aryl, -C(O)-
aryl, —C(O)-heteroaryl, -C(O)-heterocyklyl, pfiemz aryl, arylalkyl, heteroaryl, heterocyklyl
mohou byt substituované jednim nebo vice substituenty vybranymi z halogenu, OH, O(C1-C4)
alkylu, hydroxy(C1-C4)alkylu, SH, S(C1-C4)alkylu, merkapto(C1-C4)alkylu, NH,, NH(C1-
C4)alkylu, N((C1-C4)alkyl),,

ve kterém

aryl je C6-C10 skupina obsahujici alespoii jedno aromatické jadro, a s vyhodou je arylem fenyl
nebo naftyl;

arylalkyl je skupina obsahujici C6-C10 skupinu obsahujici alespofi jedno aromatické jadro a Cl1-
C4 alkylen, a s vyhodou je arylalkylem benzyl;

heteroaryl je C5-C10 skupina, kde alespoti jeden uhlik je nahrazen heteroatomem vybranym z O,
S, N, a s vyhodou je heteroaryl vybran ze skupiny zahrnujici furan, thiofen, pyrrol, pyrrazol;

heterocyklyl je C4—C10 skupina, kde alespoii jeden uhlik je nahrazen heteroatomem vybranym z
O, S, N.
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2. 2,6-Disubstitutované puriny obecného vzorce I podle naroku 1, které nesou substituent R1
vybrany ze skupiny zahrnujici N N-morfolinyl, N—pyrrolidinyl, N—pyrazolidinyl, N—imidazoli-
dinyl, N-piperazinyl, N-piperidinyl, N-thiomorfolinyl, 4-methylpiperazin—l-yl, 4—(2-hydrox-
ethyl)piperazinyl, (R)«(2-hydroxymethylpyrrolidin-l-yl), ethylamino, propylamino, butylamino,
(2-hydroxyethyl)amino,  (3~hydroxypropyl)amino,  2(R)~hydroxypropyl]amino,  2(S)-
hydroxypropyl]amino, 4-hydroxybut—2(R)-yl]Jamino, 4-hydroxybut-2(S)-yl]amino, 4-hydroxy-
but-2(R,S)-ylJamino, 2—(hydroxy—2-methyl)propyljamino, (2,3—dihydroxypropyl)amino, (I-
hydroxy-3-methylbutyl)amino, [(R,S)~(2-hydroxypent-3—yl)Jamino, [(R)~«(2-hydroxypent-3—
yDJamino, [(S)«2-hydroxypent-3—yl)]amino, (R)-[ 1-isopropyl-2—hydroxyethyl]jamino, (S)-[1-
isopropyl-2-hydroxyethyl)amino, (2-aminoethyl)amino, (3—aminopropyl)amino, (4—-amino-
butyl)amino, (5—aminopentyl)amino, (6—aminohexyl)amino, [3—amino—2-hydroxypropyl]amino,
[1+(dimethylamino)methyl]amino, [2—(dimethylamino)ethyl]amino, [3—(dimethylamino)propyl]-
amino, [4—(dimethylamino)butyl]amino, [2—(diethylamino)ethyljamino, [3—(diethylamino)-
propyl]amino, (aziridin—l-yl)ethylamino, (azolidin—l-yl)ethylamino, (azetidin—l-yl)ethylamino,
(piperidin—1-yl)ethylamino, (azetidin—1—yl)ethylamino, (azetidin—1-yl)propylamino, cyklopro-
pylamino, cyklobutylamino, cyklopentylamino, cyklohexylamino, (cis—2—-aminocyklohexyl)-
amino, (frans—2-aminocyklohexyl)amino, (cis,trans—2-aminocyklohexyl)amino, (cis,trans—3—
aminocyklohexyl)amino,  (¢rans—4—aminocyklohexyl)amino, (cis—4—aminocyklohexyl)amino,
(cis,trans—4—aminocyklohexyl)amino,  (cis—2—hydroxycyklohexyl)amino, (trans—2-hydroxy-
cyklohexyl)amino, (cis,frans—2-hydroxycyklohexyl)amino, (cis,trans—3—hydroxycyklohexyl)-
amino, (frans—4-hydroxycyklohexyl)amino, (cis—4-hydroxycyklohexyl)amino, (cis,trans—4—
hydroxycyklohexyl)amino, (2-methoxybenzyl)amino, (3—methoxybenzyl)amino, (4-methoxy-
benzyl)amino, (3,5-dimethoxybenzyl)amino, (2,6—dimethoxybenzyl)amino, (3,4,5—trimethoxy-
benzyl)amino, (2,4,6-trimethoxybenzyl)amino, (2—fluorbenzyl)amino, (3-fluorbenzyl)amino, (4—
fluorbenzyl)amino, (2—chlorbenzyl)amino, (3—chlorbenzyl)amino, (4—chlorbenzyl)amino, (2,4—
dichlorbenzyl)amino, (3,4,5-trichlorbenzyl)amino.

3. 2,6-Disubstitutované puriny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z piedchazejicich naroki
pro pouziti jako 1é¢iva.

4. 2,6-Disubstitutované puriny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z naroki 1 a 2 pro pouzi-
ti pro lécbu chorob vybranych ze skupiny zahrnujici choroby dychaciho systému, kardiovasku-
larniho systému, oka, stfev, kiize a nervového systému, jejichz patologie zahrnuje abnormalni
migraci bunék, zanét nebo fibrézu, hepatobiliarnich onemocnéni, zanétlivych onemocnéni, pato-
logickych neovaskularizaci, neurodegenerativnich a metastatickych nadorovych onemocnéni,
onemocnéni ve kterych hraje role vazokonstrikce nebo bronchokonstrikce.

5. 2,6-Disubstitutované puriny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z naroki 1 a 2 pro pouzi-
ti pro 1é€bu chorob vybranych ze systémové fibrézy, fibroz jednotlivych organii, zejména jater,
ledvin, plic a kiize, myelofibrézy, fibrézy po radio a chemoterapii, Crohnovy nemoci, kolitidy,
ulcerativni kolitidy, Behcetovy nemoci, chronické obstrukéni plicni nemoci, metastatického me-
lanomu, zanétl po operacnich vykonech, zan&tu povrchu oka, uveitidy, retinitidy, makulérni de-
generace, syndromu suchého oka, alergické rhinitis, alergického astmatu, astmatu bronchiale,
sclerosis multiplex, systémové sklerozy, chronické infekce HCV, akutniho poskozeni jater, neal-
koholické steatohepatitis, rheumatoidni artritidy, psoriatické artritidy, ankylosni spondylitidy,
psoriazy, alopecia areata, vitiligo, lupus erythematosus, cerebralniho vazospazmu, amyotrofické
lateralni skler6zy, frontotemporalni demence, Alzheimerovy nemoci, Parkinsonovy nemoci, po-
lyglutaminovych onemocnéni, Pickovy nemoci, demenci, iktu, nemoci s argyrofilnimi zrny AgD,
srde¢niho selhéani, aneurysmatu abdominalni aorty, retinoblastomu, nadort kolorekta, prsu a ova-
ria, obezity, diabetu 2. typu, aterosklerézy, hypertenzni nemoci, pulmonérni hypertenze, erektilni
dysfunkce, restenézy po vaskularni nebo srdeéni chirurgii, benigni neoplasie, neovaskularniho
glaukomu, diabetické retinopatie, okularni neovaskularizace, diabetické nefropatie, hemorhagic-
ké teleangiektasie, prevenci rejekce transplantatu, korekci jizveni kiize.
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6. Farmaceuticky piipravek, vyzmna&ujici se tim, Ze obsahuje alespoii jeden 2,6
disubstitutované puriny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3 a alespofi jeden
farmaceuticky pfijatelny nosic.

2 vykresy
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A 375m2 pomér pMLC/MLC
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Obr. 1b
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Obr. 1c.
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