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В изобретении предложен N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а]
[1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид: 

 
и его кристаллическая форма N1, обладающие двойной ингибирующей активностью в
отношении рецепторов CCR-2 и CCR-5. Раскрыты композиции на основе указанных соединений 
и использование соединений и композиций для модулирования активности рецепторов CCR-2 и 
CCR-5 и лечения воспалительных, аллергических, аутоиммунных, метаболических, раковых
и/или сердечно-сосудистых заболеваний. В изобретении также предложен способ получения N-
((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-
2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида. 

N-((1R,2S,5R)-5-(ТРЕТ-БУТИЛАМИНО)-2-((S)-3-(7-ТРЕТ-БУТИЛПИРАЗОЛО[1,5-a][1,3,5]
ТРИАЗИН-4-ИЛАМИНО)-2-ОКСОПИРРОЛИДИН-1-ИЛ)ЦИКЛОГЕКСИЛ)АЦЕТАМИД В 
КАЧЕСТВЕ ДВОЙНОГО МОДУЛЯТОРА АКТИВНОСТИ ХЕМОКИНОВЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ, ЕГО КРИСТАЛЛИЧЕСКИЕ ФОРМЫ И СПОСОБ ПОЛУЧЕНИЯ 
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Область техники 

В настоящем изобретении предложен N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-
бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид или его 
кристаллическая форма, обладающие неожиданной желаемой двойной активностью. Объектами настоя-
щего изобретения также являются фармацевтические композиции, содержащие указанные соединения, и 
способы применения этих соединений в качестве агентов для лечения воспалительных заболеваний, ал-
лергических, аутоиммунных, метаболических, раковых и/или сердечно-сосудистых заболеваний. В на-
стоящем изобретении также предложен способ получения N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-
трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида 
формулы 

 
В данном изобретении также предложены кристаллическая форма соединений, фармацевтические 

композиции, содержащие её, и их применение. 
Уровень техники 

Хемокины представляют собой хемотаксические цитокины с молекулярной массой 6-15 кДа, кото-
рые высвобождаются многими типами клеток и контролируют миграцию и активацию макрофагов, Т- и 
В-лимфоцитов, эозинофилов, базофилов, нейтрофилов и других клеток (см. обзоры Charo et al., New Eng. 
J. Med., 354:610-621 (2006); Luster, New Eng. J. Med, 338:436-445 (1998) и Rollins, Blood, 90:909-928 
(1997)). Существует два основных класса хемокинов, СХС и СС, в СХС-хемокинах первые два цистеина 
в аминокислотой последовательности разделены одной аминокислотой, в СС-хемокинах указанные два 
цистеина не разделены другими аминокислотами. СХС-хемокины, такие как интерлейкин-8 (IL-8), ней-
трофил-активирующий белок-2 (NAP-2) и белок, обладающий активностью, стимулирующей рост мела-
номы (MGSA), являются хемоаттрактантами, главным образом, для нейтрофилов и Т-лимфоцитов, тогда 
как СС-хемокины, такие как RANTES, MIP-1α, MIP-1β, моноцитарные хемотаксические протеины 
(MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 и MCP-5) и эотаксины (-1 и -2), являются хемоаттрактантами для макро-
фагов, Т-лимфоцитов. эозинофилов, дендритных клеток, базофилов и других типов клеток. Существуют 
также хемокины, которые не относятся ни к одному из основных подсемейств хемокинов: лимфотактин-
1, лимфотактин-2 (С-хемокины) и фракталин (СХ3С-хемокин). 

Хемокины связываются со специфическими рецепторами на поверхности клеток, принадлежащими 
семейству G-белок-сопряженных семиспиральных белков (см. обзор Horuk, Trends Pharm. Sci., 15:159-
165 (1994)), которые называются "рецепторами хемокинов". При связывании со своими лигандами ре-
цепторы хемокинов передают внутриклеточный сигнал через тримерные G-белки, связанные с данными 
рецепторами, что приводит к быстрому увеличению внутриклеточной концентрации кальция, изменению 
формы клеток, повышенной экспрессии молекул клеточной адгезии, дегрануляции, стимулированию 
миграции клеток и другим типам клеточного ответа. У человека имеется по меньшей мере десять хемо-
киновых рецепторов, которые связываются с СС-хемокинами или отвечают на них, данные рецепторы 
имеют следующий хемокиновый профиль 
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Показано, что в клетках млекопитающих, инфицированных цитомегаловирусами, вирусами герпеса 

и поксвирусами млекопитающих, кроме хемокиновых рецепторов млекопитающих, присутствуют белки, 
экспрессируемые указанными вирусами, имеющие профиль связывания, характерный для рецепторов 
хемокинов (см. обзор Wells et al., Curr. Opin. Biotech., 8:741-748 (1997)). CC-хемокины человека, такие 
как RANTES и MCP-3, могут вызывать быструю мобилизацию кальция, опосредованную рецепторами, 
кодируемыми указанными вирусами. Экспрессия рецепторов вируса до непатогенного уровня может 
быть вполне допустима, учитывая роль нормальной системы иммунного надзора и ответ иммунной сис-
темы на инфекцию. Кроме того, хемокиновые рецепторы человека, такие как CXCR4, CCR-2, CCR-3, 
CCR-5 и CCR-8, могут являться корецепторами при инфицировании клеток млекопитающих микроорга-
низмами, например вирусами иммунодефицита человека (ВИЧ). 

Подразумевается, что хемокины и их рецепторы являются важными медиаторами воспалительных, 
инфекционных и иммунорегуляторных расстройств и заболеваний, включая астму и аллергические забо-
левания; а также аутоиммунных патологий, таких как ревматоидный артрит и рассеянный склероз, и ме-
таболических заболеваний, таких как атеросклероз и диабет (см. обзор Charo et al., New Eng. J. Med., 
354:610-621 (2006); Gao, Z. et al., Chem. Rev., 103:3733 (2003); Carter, P.H., Curr. Opin. Chem. Biol., 6:510 
(2002); Trivedi et al., Am. Reports Med. Chem., 35:191 (2000); Saunders et al., Drug Disc. Today, 4:80 (1999); 
Premack et al., Nature Medicine, 2:1174 (1996)). Например, моноцитарный хемотаксический протеин 1 
(MCP-1) и его рецептор, СС-хемокиновый рецептор 2 (CCR-2), играют главную роль в миграции лейко-
цитов в очаг воспаления и в последующей активации данных клеток. Связывание хемокина MCP-1 с 
CCR-2 индуцирует быстрое увеличение внутриклеточной концентрации кальция, повышение экспрессии 
молекул клеточной адгезии и стимулирование миграции лейкоцитов. Важность взаимодействия  
MCP-1/CCR-2 была продемонстрирована в экспериментах на генетически модифицированных мышах. 
Показано, что мыши MCP-1-/- не способны рекрутировать моноциты в очаг воспаления в ответ на раз-
личные типы иммунной провокации (Lu, В. et al., J. Exp. Med., 187:601 (1998)). Аналогично мыши CCR-2-

/- не способны рекрутировать моноциты или продуцировать интерферон-γ в ответ на провокацию различ-
ными экзогенными агентами, более того, лейкоциты мышей с нулевой мутацией в гене CCR-2 не мигри-
ровали в ответ на MCP-1 (Boring, L. et al., J. Clin. Invest., 100:2552 (1997)), что указывает на специфич-
ность взаимодействия MCP-1/CCR-2. Аналогичные результаты были получены в двух других независи-
мых исследованиях с использованием разных линий мышей CCR-2-/- (Kuziel, W.A. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 94:12053 (1997) и Kurihara, T. et al., J. Exp. Med., 186:1757 (1997)). Поскольку животные MCP-1-

/- и CCR-2-/- являются жизнеспособными и обычно имеют нормальное состояние здоровья, нарушение 
взаимодействия MCP-1/CCR-2 не вызывает физиологического кризиса. Взятые в совокупности, эти дан-
ные позволяют сделать вывод, что молекулы, которые блокируют действие MCP-1/CCR-2, могут быть 
использованы при лечении различных воспалительных и аутоиммунных расстройств (см. обзор Feria, M. 
et al., Exp. Opin. Ther. Patents, 16:49 (2006) и Dawson, J. et al., Exp. Opin. Ther. Targets, 7:35 (2003)). В на-
стоящее время достоверность данной гипотезы подтверждена на нескольких экспериментальных моде-
лях заболеваний на животных, описанных ниже. 

Известно, что у пациентов с ревматоидным артритом повышен уровень экспрессии MCP-1  
(Koch, A. et al., J. Clin. Invest., 90:772-779 (1992)). Кроме того, в нескольких преклинических исследова-
ниях было показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецептором CCR-2 может 
иметь терапевтический эффект при лечении ревматоидного артрита. Недавно показано, что ДНК-
вакцина, кодирующая MCP-1, уменьшает интенсивность хронического артрита, вызванного введением 
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полиадъюванта, у крыс (Youssef, S. et al., J. Clin. Invest., 106:361 (2000)). Аналогично симптомы данного 
заболевания можно контролировать путем прямого введения антител против MCP-1 у крыс с артритом, 
вызванным введением коллагена (Ogata, H. et al., J. Pathol., 182:106 (1997)), или у крыс с артритом, вы-
званным введением клеточных стенок стрептококков (Schimmer, R.C. et al., J. Immunol., 160:1466 (1998)). 
Возможно, наиболее значительные результаты получены на экспериментальной модели артрита с ис-
пользованием линии мышей MRL-lpr; показано, что пептидный антагонист MCP-1, MCP-1 (9-76), спосо-
бен как предотвращать начало развития данного заболевания, так и уменьшать симптомы заболевания (в 
зависимости от времени введения) (Gong, J.-H. et al., J. Exp. Med., 186:131 (1997)). Кроме того, показано, 
что введение малых молекул-антагонистов репрессора CCR-2 снижает клинические показатели в экспе-
риментальных моделях артрита у грызунов (Brodmerkel, C.M. et al., J. Immunol., 175:5370 (2005) и Xia, M. 
et al., публикация заявки на патент США 2006/0069123). Введение антитела против CCR-2 мышам с CIA 
(артритом, вызванным введением коллагена) оказывает разное действие, в зависимости от времени вве-
дения (Bruhl, H. et al., J. Immunol., 172:890 (2004)). Недавние исследования с использованием мышей 
CCR-2-/- позволяют предположить, что делеция гена CCR-2 может приводить к обострению эксперимен-
тального артрита у грызунов в определенных экспериментальных условиях (Quinones, M.P. et al., J. Clin. 
Invest., 113:856 (2004); Quinones, M.P. et al., J. Mol. Med., 84:503 (2006)). 

Известно, что при атеросклеротических повреждениях повышен уровень экспрессии MCP-1, и по-
казано, что уровень циркулирующего в крови MCP-1 уменьшается при лечении терапевтическими аген-
тами (Rezaie-Majd, A. et al., Arterioscler. Thromb. Vase. Biol., 22:1194-1199 (2002)). В нескольких ключе-
вых исследованиях показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецептором CCR-2 
может иметь терапевтический эффект при лечении атеросклероза. Например, скрещивание мышей  
MCP-1-/- с мышами, дефицитными по рецептору ЛПНП (липопротеинов низкой плотности), приводит к 
снижению депонирования липидов в аорте на 83% (Gu, L. et al., Mol. Cell., 2:275 (1998)). Аналогично 
мыши, полученные путем удаления гена, кодирующего MCP-1, у мышей с повышенной экспрессией 
аполипопротеина В человека, лучше защищены от атеросклеротического повреждения по сравнению с 
контрольными мышами MCP-1+/+ apoB (Gosling, J. et al., J. Clin. Invest., 103:773 (1999)). Аналогично 
скрещивание мышей CCR-2-/- с мышами аполипопротеин Е-/- приводит к значительному снижению веро-
ятности атеросклеротических повреждений (Boring, L. et al., Nature, 394:894 (1998); Dawson, T.C. et al., 
Atherosclerosis, 143:205 (1999)). И, наконец, у мышей аполипопротеин Е-/- после введения гена, коди-
рующего пептидный антагонист рецептора CCR-2, уменьшается размер повреждений и повышается ста-
бильность бляшек (Ni, W. et al., Circulation, 103:2096-2101 (2001)). Трансплантация костного мозга мы-
шей CCR-2-/- мышам АроЕ3-Leiden вызывает ингибирование раннего атерогенеза (Guo, J. et al.,  
Arterioscler. Thromb. Vase. Biol., 23:447 (2003)), но оказывает минимальное действие на запущенные по-
вреждения (Guo, J. et al., Arterioscler. Thromb. Vase. Biol., 25:1014 (2005)). 

У пациентов с сахарным диабетом типа 2 обычно наблюдается резистентность к инсулину, что яв-
ляется одним из отличительных признаков данного заболевания. Резистентность к инсулину также ассо-
циируется с комбинацией расстройств, известной как "метаболический синдром" или "X-синдром", кото-
рые включают ожирение, атеросклероз, гипертензию и дислипидемию (см. обзор Eckel et al., Lancet, 
365:1415 (2005)). Хорошо известно, что воспаление играет роль в обострении патологического процесса 
при диабете типа 2 и расстройствах, относящихся к "Х-синдрому" (см. обзор Chen, H., Pharmacological 
Research, 53:469 (2006); Neels et al., J. Clin. Invest., 116:33 (2006); Danadona et al., Am. J. Cardiol., 90:27G-
33G (2002); Pickup et al., Diabetologia, 41:1241 (1998)). Показано, что MCP-1 играет роль в резистентности 
к инсулину, вызванной ожирением. В клеточной культуре преадипоциты человека конститутивно экс-
прессируют MCP-1 (Gerhardt, Mol. Cell. Endocrinology, 175:81 (2001)). CCR-2 экспрессируется на адипо-
цитах; добавление MCP-1 к дифференцированным адипоцитам in vitro уменьшает стимулированное ин-
сулином поглощение глюкозы и экспрессию нескольких генов, ответственных за липогенез (генов, коди-
рующих LpL, адипсин, GLU-4, аР2, β3-адренергический рецептор и PPARγ) (Sartipy, P. et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 96:6902 (1999)). Пациенты с диабетом типа 2 имеют более высокий уровень циркули-
рующего в крови MCP-1 по сравнению с контрольной группой недиабетических пациентов (Nomura, S. et 
al., Clin. Exp. Immunol., 121:437 (2000)), лечение таких пациентов противодиабетическими препаратами, 
такими как метформин или тиазолидиндион, может уменьшить высвобождение MCP-1 из жировой ткани 
(Bruun, J.M. et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 90:2282 (2005)). Аналогично повышенная экспрессия MCP-1 
также наблюдается у мышей с экспериментальными моделями ожирения, MCP-1 главным образом про-
дуцируется жировой тканью (Sartipy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100:7265 (2003)). У мышей с экспе-
риментальным ожирением экспрессия MCP-1 предшествует возникновению резистентности к инсулину 
или появляется одновременно с началом данного заболевания (Xu, H. et al., J. Clin. Invest., 112:1821 
(2003)). В другом исследовании показано, что экспрессия MCP-1 позитивно коррелирует с массой жиро-
вой ткани, окружающей половые железы (Weisberg et al., J. Clin. Invest., 112:1796 (2003)). С этими дан-
ными согласуются результаты другого исследования, в котором показано, что развитие резистентности к 
инсулину у мышей db/db может быть ослаблено в результате генетической делеции MCP-1 или путем 
экспрессии трансгена, кодирующего доминантный негативный пептид (Kanda, H. et al., J. Clin. Invest., 
116:1494 (2006)). Показано, что является верным и обратное утверждение, а именно повышенная экс-
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прессия MCP-1 в жировой ткани стимулирует развитие резистентности к инсулину (Kamei, N. et al., J. 
Biol. Chem., 281:26602 (2006)). Описан также факт, находящийся в противоречии с описанными выше 
данными, а именно у мышей db/db генетическая делеция MCP-1 не влияет на резистентность к инсулину 
(Chow, F.Y. et al., Diabetologia, 50:471 (2007)). С данными, полученными на MCP-1, согласуются резуль-
таты исследований, выполненных с использованием CCR-2 (MCP-1-рецептора), согласно которым дан-
ный рецептор участвует в развитии ожирения и резистентности к инсулину, вызванной ожирением. Дие-
та с высоким содержанием жира повышает количество циркулирующих в крови CCR-2+ воспалительных 
моноцитов как у мышей дикого типа (Tsou, C.L. et al., J. Clin. Invest., 117:902 (2007)), так и у мышей 
АроЕ-/- (Таске, F. et al., J. Clin. Invest., 117:185 (2007)). Генетическая делеция CCR-2 уменьшает количест-
во активированных макрофагов в жировой ткани мышей (Lumeng, C.N. et al., Diabetes, 56:16 (2007)), но 
не оказывает влияния на популяцию макрофагов М2 жировой ткани, которые, как полагают, поддержи-
вают "тощее" состояние (Lumeng, С.N. et al., J. Clin. Invest., 117:175 (2007)). Генетическая делеция CCR-2 
уменьшает ожирение, вызванное диетой, и увеличивает чувствительность к инсулину у животных с экс-
периментальным ожирением, вызванным диетой (Weisberg, S.P. et al., J. Clin. Invest., 116:115 (2006);  
Cornelius, P. et al., РСТ-публикации WO 2006/013427 A2), в зависимости от экспериментальных условий 
(Chen, A. et al., Obes. Res. 13:1311 (2005)). Введение малой молекулы-антагониста репрессора CCR-2 
также увеличивает чувствительность к инсулину у животных с экспериментальным ожирением, вызван-
ным диетой (Weisberg, S.P. et al., J. Clin. Invest., 116:115 (2006)). 

В двух исследованиях показано, что CCR-2 играет важную роль в сосудистом воспалении, вызван-
ном гипертензией, ремоделировании и гипертрофии (Bush, E. et al., Hypertension, 36:360 (2000); Ishibashi, 
M. et al., Circ. Res., 94:1203 (2004)). 

Известно, что у пациентов с рассеянным склерозом повышен уровень экспрессии MCP-1, и показа-
но, что эффективная терапия интерфероном β-1b уменьшает экспрессию MCP-1 в мононуклеарных клет-
ках периферической крови; это дает возможность предположить, что MCP-1 играет роль в прогрессиро-
вании заболевания (Iarlori, С. et al., J. Neuroimmunol., 123:170-179 (2002)). В других исследованиях пока-
зано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецептором CCR-2 может иметь терапев-
тический эффект при лечении рассеянного склероза; все исследования были выполнены с использовани-
ем экспериментальной модели аутоиммунного энцефаломиелита (ЕАЕ), стандартной модели рассеянного 
склероза у животных. Введение антител против MCP-1 животным с ЕАЕ значительно снижает вероят-
ность рецидива заболевания (Kennedy, K.J. et al., J. Neuroimmunol., 92:98 (1998)). Кроме того, в двух ис-
следованиях показано, что мыши CCR-2-/- устойчивы к ЕАЕ (Fife, B.T. et al., J. Exp. Med., 192:899 (2000); 
Izikson, L. et al., J. Exp. Med., 192:1075 (2000)). В дальнейшем эти исследования были продолжены, и бы-
ло изучено влияние делеции CCR-2 с использованием различных линий мышей (Gaupp, S. et al., Am. J. 
Pathol., 162:139 (2003)). Интересно, что введение малой молекулы-антагониста рецептора CCR-2 также 
тормозит прогрессирование заболевания у мышей C57BL/6 (Brodmerkel, C.M. et al., J. Immunol., 175:5370 
(2005)). 

Известно, что у пациентов с синдромом облитерирующего бронхиолита, развившимся после транс-
плантации легкого, повышен уровень экспрессии MCP-1 (Reynaud-Gaubert, M. et al., J. Heart Lung  
Transplant, 21:721-730 (2002); Belperio, J. et al., J. Clin. Invest., 108:547-556 (2001)). В исследовании с ис-
пользованием мышиной модели синдрома облитерирующего бронхиолита показано, что введение анти-
тела против MCP-1 приводит к уменьшению облитерации дыхательных путей; аналогично мыши  
CCR-2-/- с экспериментальным синдромом облитерирующего бронхиолита резистентны к облитерации 
дыхательных путей (Belperio, J. et al., J. Clin. Invest., 108:547-556 (2001)). Эти данные дают возможность 
предположить, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецептором CCR-2 может иметь 
терапевтический эффект при лечении отторжения трансплантированных органов. Кроме того, исследо-
вания показали, что нарушение системы MCP-1/CCR-2 способно повышать выживаемость транспланти-
рованных островковых клеток (Lee, I. et al., J. Immunol., 171:6929 (2003); Abdi, R. et al., J. Immunol., 
172:767 (2004)). В исследовании с использованием крысиных моделей экспериментальных транспланта-
тов показано, что у животных с развившейся васкулопатией трансплантата в трансплантатах повышен 
уровень экспрессии CCR-2 и MCP-1 (Horiguchi, K. et al., J. Heart Lung Transplant, 21:1090 (2002)). В дру-
гом исследовании показано, что генная анти-MCP-1-терапия ослабляет васкулопатию трансплантата 
(Saiura, A. et al., Arterioscler. Thromb. Vase. Biol., 24:1886 (2004)). В одном исследовали описано ингиби-
рование экспериментального неоинтимального образования в венозном трансплантате путем блокады 
MCP-1 (Tatewaki, H. et al., J. Vasc. Surg., 45:1236 (2007)). 

В других исследованиях показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецеп-
тором CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении астмы. Секвестрация MCP-1 нейтрали-
зующим антителом у мышей, сенсибилизированных овальбумином, приводит к значительному умень-
шению гиперчувствительности и воспаления бронхов (Gonzalo, J.-A. et al., J. Exp. Med., 188:157 (1998)). 
Доказано, что можно уменьшить аллергическое воспаление дыхательных путей у мышей, сенсибилизи-
рованных яйцами Schistosoma mansoni, путем введения антител против MCP-1 (Lukacs, N.W. et al., J.  
Immunol., 158:4398 (1997)). С этими данными согласуются результаты другого исследования, в котором 
показано, что у мышей MCP-1-/- уменьшена ответная реакция на провокацию яйцами Schistosoma  
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mansoni (Lu, В. et al., J. Exp. Med., 187:601 (1998)). 
В других исследованиях было показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с 

рецептором CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении заболевания почек. Введение ан-
тител против MCP-1 мышам с экспериментальным гломерулярным нефритом приводит к заметному 
уменьшению гломерулярных серповидных образований и отложений коллагена типа I (Lloyd, С.М. et al., 
J. Exp. Med., 185:1371 (1997)). Кроме того, у мышей MCP-1-/- с нефритом, вызванным введением нефро-
токсической сыворотки, тубулярное повреждение выражено в значительно меньшей степени, чем у мы-
шей MCP-1+/+ (Tesch, G.H. et al., J. Clin. Invest., 103:73 (1999)). 

В нескольких исследованиях было показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 
с рецептором CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении системной эритематозной вол-
чанки. В исследовании с использованием мышиной модели системной эритематозной волчанки показа-
но, что у мышей CCR-2-/- повышена выживаемость и уменьшено поражение почек по сравнению с мы-
шами дикого типа (WT) (Perez de Lema, G. et al., J. Am. Soc. Neph., 16:3592 (2005)). Эти данные согласу-
ются с результатами недавних исследований, в которых показано, что генетическая делеция MCP-1 
(Shimizu, S. et al., Rheumatology (Oxford), 43:1121 (2004); Tesch, G.H. et al., J. Exp. Med., 190:1813 (1999)) 
или введение пептидного антагониста CCR-2 (Hasegawa, H. et al., Arthritis Rheum., 48:2555 (2003)) в экс-
периментальных моделях обыкновенной волчанки у грызунов оказывают модифицирующее действие на 
заболевание. 

В собственной пластинке слизистой оболочки тонкой кишки пациентов с болезнью Крона наблюда-
ется значительное (30-кратное) увеличение количества CCR-2+ лимфоцитов по сравнению со здоровой 
подвздошной кишкой (Connor, S.J. et al., Gut, 53:1287 (2004)). Также следует отметить, что наблюдается 
расширение субпопуляции циркулирующих в крови CCR-2+/CD14+/CD56+ моноцитов у пациентов с ак-
тивной формой болезни Крона по сравнению с контрольной группой. В нескольких исследованиях, вы-
полненных на грызунах, показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецептором 
CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении болезни Крона/колита. Так, мыши CCR-2-/- не 
подвержены колиту, вызываемому введением декстрана сульфата натрия (Andres, P.G. et al., J. Immunol., 
164:6303 (2000)). Введение малой молекулы-антагониста рецепторов CCR-2, CCR-5 и CXCR3 (аффин-
ность связывания с рецепторами мыши = 24, 236 и 369 нМ соответственно) также предупреждает разви-
тие колита, вызываемого введением декстрана сульфата натрия (Tokuyama, H. et al., Int. Immunol., 
17:1023 (2005)). И, наконец, у мышей MCP-1-/- с экспериментальным колитом, вызванным введением 
гаптена, заметно уменьшено поражение толстой кишки (как при макроскопическом, так и при гистоло-
гическом исследовании) (Khan, W.I. et al., Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol., 291:G803 (2006)). 

В двух статьях описано, что у пациентов с воспалительным заболеванием кишечника повышена 
экспрессия MCP-1 в клетках интестинального эпителия и в слизистой кишечника (Reinecker, H.C. et al., 
Gastroenterology, 108:40 (1995) и Grimm, M.C. et al., J. Leukoc. Biol., 59:804 (1996)). 

В одном исследовании показана связь полиморфизма промотора гена MCP-1 со склеродермией (си-
стемным склерозом) (Karrer, S. et al., J. Invest. Dermatol., 124:92 (2005)). В исследованиях с использовани-
ем родственных экспериментальных моделей фиброза ткани показано, что ингибирование взаимодейст-
вия CCR-2/MCP-1 уменьшает фиброз кожи (Yamamoto, Т. et al., J. Invest. Dermatol., 121:510 (2003);  
Ferreira, A.M. et al., J. Invest. Dermatol., 126:1900 (2006)), легкого (Okuma, T. et al., J. Pathol., 204:594 
(2004); Gharaee-Kermani, M. et al., Cytokine, 24:266 (2003)), почки (Kitagawa, K. et al., Am. J. Pathol., 
165:237 (2004); Wada, T. et al., J. Am. Soc. Nephrol., 15:940 (2004)), сердца (Hayashidani, S. et al., Circula-
tion, 108:2134 (2003)) и печени (Tsuruta, S. et al., Int. J. Mol. Med, 14:837 (2004)). 

В одном исследовании показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с рецепто-
ром CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении альвеолита. Показано, что у крыс с пора-
жением легкого, вызванным IgA-содержащим иммунным комплексом, после внутривенного введения 
антител против MCP-1 (JE) крысы симптомы альвеолита частично смягчаются (Jones, M.L. et al., J.  
Immunol., 149:2147 (1992)). 

В нескольких исследованиях показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с ре-
цептором CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении рака (см. обзоры Craig, M.J. et al., 
Cancer Metastasis Rev., 25:611 (2006); Conti, I. et al., Seminars in Cancer Biology, 14:149 (2004); Giles, R. et 
al., Curr. Cancer Drug Targets, 6:659 (2006)). У иммунодефицитных мышей с пересаженными клетками 
карциномы молочной железы человека после введения антитела против MCP-1 наблюдается ингибиро-
вание микрометастазов в легких и повышение выживаемости (Salcedo, R. et al., Blood, 96:34-40 (2000)). В 
исследовании с использованием клинических проб опухолей человека показано, что экспрессия CCR-2 
ассоциирована с прогрессированием рака предстательной железы (Lu, Y. et al., J. Cell. Biochem., 101:676 
(2007)). Показано, что in vitro экспрессия MCP-1 опосредует рост и инвазию клеток рака предстательной 
железы (Lu, Y. et al., Prostate, 66:1311 (2006)); кроме того, MCP-1, экспрессированный клетками рака 
предстательной железы, индуцирует клетки-предшественники костного мозга человека, участвующие в 
резорбции костной ткани (Lu, Y. et al., Cancer Res., 67:3646 (2007)). 

В нескольких исследованиях показано, что антагонистическое действие на связывание MCP-1 с ре-
цептором CCR-2 может иметь терапевтический эффект при лечении рестеноза. У человека уровень  
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MCP-1 прямо коррелируют с риском возникновения рестеноза (Cipollone, F. et al., Arterioscler. Thromb. 
Vase. Biol., 21:327 (2001)). У мышей, дефицитных по CCR-2 или MCP-1, уменьшена площадь интимы и 
соотношение интима/среда (по сравнению с однопометными животными дикого типа) после поврежде-
ния артерии (Roque, M. et al., Arterioscler. Thromb. Vase. Biol., 22:554 (2002); Schober, A. et al., Circ. Res., 
95:1125 (2004); Kim, W.J. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 310:936 (2003)). У мышей трансфекция 
доминантного негативного ингибитора MCP-1 в скелетные мышцы (Egashira, K. et al., Circ. Res., 90:1167 
(2002)) также уменьшает гиперплазию интимы после повреждения артерии. У приматов блокада CCR-2 с 
использованием нейтрализующего антитела уменьшает неоинтимальную гиперплазию после стентиро-
вания (Horvath, С. et al., Circ. Res., 90:488 (2002)). 

В двух статьях описано, что у крыс с экспериментальной травмой головного мозга повышена экс-
прессия MCP-1 (King, J.S. et al., J. Neuroimmunol., 56:127 (1994) и Berman, J.W. et al., J. Immunol., 
156:3017 (1996)). Кроме того, результаты исследований показывают, что мыши CCR-2-/- (Dimitrijevic, 
O.B. et al., Stroke, 38:1345 (2007)) и мыши MCP-1-/- (Hughes, P.M. et al., J. Cereb. Blood Flow Metab., 22:308 
(2002)) частично защищены от ишемического/реперфузионного повреждения. 

Известно, что моноциты/макрофаги играют важную роль в развитии невропатической боли (Liu, Т. 
et al., Pain, 86:25 (2000)). Недавно описана потенциальная роль CCR-2 в лечении воспалительной и нев-
ропатической боли, что согласуется с этими данными. Показано, что у мышей CCR-2-/- изменена реакция 
на воспалительную боль по сравнению с мышами дикого типа (WT), включая снижение степени прояв-
ления составляющих болевого поведения после интраплантарной инъекции формалина и незначительное 
уменьшение механической аллодинии после интраплантарной инъекции CFA (полного адъюванта 
Фрейнда) (Abbadie, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100:7947 (2003)). Кроме того, у мышей CCR-2-/- 
отсутствуют значительные проявления механической аллодинии после повреждения седалищного нерва. 
Аналогично пероральное введение малой молекулы-антагониста рецептора CCR-2 уменьшает механиче-
скую аллодинию до ~80% от уровня, предшествующего травме (Abbadie, С. et al., PCT публикация  
WO 2004/110376). 

В одном исследовании показана ключевая роль MCP-1 в ишемической кардиомиопатии  
(Frangogiannis, N.G. et al., Circulation, 115:584 (2007)). В другом исследовании показано, что ингибирова-
ние MCP-1 ослабляет экспериментальную сердечную недостаточность (Hayashidani, S. et al., Circulation, 
108:2134 (2003)). 

В других исследованиях получены доказательства того, что экспрессия MCP-1 повышена также при 
других болезненных состояниях, не указанных выше. Эти данные позволяют предположить, что антаго-
нисты MCP-1 могут быть использованы в качестве лекарств для лечения таких заболеваний. В другом 
исследовании показано, что у грызунов с сердечным аллотрансплантатом в трансплантате повышена 
экспрессия MCP-1, что позволяет предположить, что MCP-1 участвует в патогенезе артериосклероза 
трансплантата (Russell, M.E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6086 (1993)). Показано, что у пациентов 
с идиопатическим легочным фиброзом повышена экспрессия MCP-1 в эндотелиальных клетках легкого 
(Antoniades, H.N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5371 (1992)). Аналогично повышенный уровень 
экспрессии MCP-1 наблюдается в коже пациентов с псориазом (Deleuran, M. et al., J. Dermatol. Sci., 
13:228 (1996) и Gillitzer, R. et al., J. Invest. Dermatol., 101:127 (1993)); эти данные коррелируют с результа-
тами другого исследования, в котором показано, что для псориаза характерно преобладание CCR-2+-
клеток (Vestergaard, С. et al., Acta Derm. Venerol., 84:353 (2004)). Наконец, в недавно опубликованном 
исследовании показано, что у пациентов с ВИЧ-1-ассоциированной деменцией повышена экспрессия 
MCP-1 в головном мозге и спинномозговой жидкости (Garzino-Demo, A., PCT публикация WO 99/46991). 

Кроме того, показано, что полиморфизм CCR-2 ассоциирован с саркоидозом по меньшей мере в од-
ной субпопуляции пациентов (Spagnolo, P. et al., Am. J. Respir. Crit. CareMed, 168:1162 (2003)). 

Следует также отметить, что CCR-2 является корецептором для некоторых штаммов ВИЧ (вируса 
иммунодефицита человека) (Doranz, B.J. et al., Cell, 85:1149 (1996)). Также установлено, что использова-
ние CCR-2 в качестве корецептора для ВИЧ может коррелировать с прогрессированием заболевания 
(Connor, R.I. et al., J. Exp. Med., 185:621 (1997)). Это наблюдение согласуется с результатами недавно 
опубликованного исследования, в котором показано, что присутствие мутантного CCR-2 (CCR-2-64I) 
позитивно коррелирует с задержкой развития ВИЧ в человеческой популяции (Smith, M.W. et al., Science, 
277:959 (1997)). И хотя MCP-1 не вовлечен в эти процессы, возможно, антагонисты MCP-1, действие ко-
торых опосредовано связыванием с рецептором CCR-2, могут оказывать благоприятное терапевтическое 
действие на замедление развития СПИДа у ВИЧ-инфицированных пациентов. 

Следует отметить, что CCR-2 также является рецептором хемокинов человека MCP-2, MCP-3 и 
MCP-4 (Luster, New Eng. J. Med., 338:436-445 (1998)). Так как новые соединения формулы (I), описанные 
в данном документе, являются антагонистами MCP-1, действие которых опосредовано связыванием с 
рецептором CCR-2, возможно, данные соединения формулы (I) также являются эффективными антаго-
нистами MCP-2, MCP-3 и MCP-4 в отношении тех эффектов, которые опосредованы связыванием ука-
занных лигандов с рецептором CCR-2. Соответственно, в контексте данного описания предполагается, 
что выражение "антагонизм MCP-1" эквивалентно выражению "антагонизм стимуляции CCR-2 хемоки-
нами". 



020486 

- 7 - 

Соответственно, соединения, которые модулируют активность хемокинов, могут иметь широкую 
область применения при лечении воспалительных, аллергических, аутоиммунных, метаболических, ра-
ковых и/или сердечно-сосудистых заболеваний. В РСТ публикациях WO 2005/021500 A1 (включенной в 
данное описание посредством ссылки и принадлежащей заявителю данного изобретения),  
WO 2008/014381 A1, WO 2008/014360 А1 и WO 2008/014361 А1 описаны соединения, которые модули-
руют активность MCP-1, MCP-2, MCP-3 и MCP-4 через CCR-2. В данных публикациях также описаны 
различные способы получения указанных соединений, в том числе многоступенчатый синтез, который 
включает введение и последующее удаление защитных групп. 

Желательно найти новые соединения с фармакологическими характеристиками, улучшенными по 
сравнению с фармакологическими характеристиками известных модуляторов хемокинов. Например, же-
лательно найти новые соединения, обладающие равномощной двойной ингибирующей активностью в 
отношении CCR-2 и CCR-5 по сравнению с соединениями, обладающими избирательностью в отноше-
нии только CCR-2, избирательностью преимущественно в отношении CCR-2 по сравнению с CCR-5, из-
бирательностью преимущественно в отношении CCR-5 по сравнению с CCR-2 или избирательностью в 
отношении других G-белок-сопряженных рецепторов (т.е. 5НТ2А-рецептора). Желательно также найти 
соединения, обладающие равномощной двойной ингибирующей активностью в отношении CCR-2 и 
CCR-5 и полезными характеристиками, относящимися к одной или более чем одной из следующих кате-
горий: 

а) фармацевтические свойства (т.е. растворимость, проницаемость, возможность получения препа-
ратов с замедленным высвобождением); 

б) требования, предъявляемые к дозированию (например, уменьшение дозы и/или введение препа-
рата один раз в сутки); 

в) факторы, которые уменьшают колебания между максимальной и минимальной концентрациями 
препарата в крови (т.е. клиренс и/или объем распределения); 

г) факторы, которые увеличивают концентрацию активного лекарства у рецептора (т.е. связывание 
с белками, объем распределения); 

д) факторы, которые уменьшают предрасположенность к клинически значимым взаимодействиям 
лекарство-лекарство (например, таким как ингибирование или индукция ферментов семейства цитохром 
Р450, например ингибирование CYP 2D6, см. публикацию Dresser, G.K. et al., Clin. Pharmacokinet., 38:41-
57 (2000), которая включена в данное описание посредством ссылки); и 

е) факторы, которые уменьшают возможность неблагоприятных побочных эффектов (например, 
фармакологической избирательности в отношении рецепторов, отличных от G-белок-сопряженных ре-
цепторов, потенциальной химической или метаболической реактивности, ограниченного проникновения 
в ЦНС (центральную нервную систему), избирательности в отношении ионных каналов). 

Особенно желательно найти соединения с нужной комбинацией вышеупомянутых фармакологиче-
ских характеристик. 

Также желательно в данной области предложить новые и/или улучшенные способы получения та-
ких соединений. Данные способы могут иметь, без ограничения, следующие отличительные признаки:  
а) простая адаптация к крупномасштабному производству, например на пилотном заводе или в промыш-
ленном масштабе; б) стадии синтеза и/или методики, позволяющие повысить чистоту (включая хираль-
ную чистоту), стабильность и/или легкость обращения с промежуточными соединениями и/или конеч-
ными соединениями; и/или в) меньшее количество стадий синтеза. 

Сущность изобретения 

В настоящем изобретении предложен новый антагонист N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-
3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид, 
обладающий неожиданной равномощной двойной ингибирующей активностью в отношении рецепторов 
CCR-2 и CCR-5 Кроме того, в настоящем изобретении предложена новая и неожиданная комбинация 
равномощной двойной активности в отношении рецепторов CCR-2 и CCR-5 и желательных фармаколо-
гических характеристик. Также предложены кристаллические формы соединений согласно настоящему 
изобретению. Объектами настоящего изобретения также являются фармацевтические композиции, со-
держащие указанные соединения, и способы применения этих соединений в качестве агентов для лече-
ния воспалительных заболеваний, аллергических, аутоиммунных, метаболических, раковых и/или сер-
дечно-сосудистых заболеваний. 

В настоящем изобретении также предложено применение N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-
((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида для лечения воспалительных заболеваний, аллергических, аутоиммунных, 
метаболических, раковых и/или сердечно-сосудистых заболеваний. 

Соответственно, в данном изобретении описаны новые модуляторы активности хемокинов, обла-
дающие неожиданным сочетанием желаемых фармакологических характеристик. 

В настоящем изобретении предложены фармацевтические композиции, содержащие фармацевтиче-
ски приемлемый носитель и терапевтически эффективное количество по меньшей мере одного из соеди-
нений согласно настоящему изобретению или его кристаллической формы. 
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В настоящем изобретении также предложены способы лечения воспалительных, аллергических, ау-
тоиммунных, метаболических, раковых и/или сердечно-сосудистых заболеваний, в особенности диабета, 
рассеянного склероза, болезни Крона и/или атеросклероза, включающие введение объекту, нуждающе-
муся в таком лечении, терапевтически эффективного количества соединения или его кристаллической 
формы согласно настоящему изобретению. 

В настоящем изобретении предложен способ получения соединений, раскрытых в данном описа-
нии, и соединений, которые могут быть использованы в качестве промежуточных соединений при их 
получении. 

В настоящем изобретении предложено применение соединений согласно настоящему изобретению 
в терапии для лечения воспалительных, аллергических, аутоиммунных, метаболических, раковых и/или 
сердечно-сосудистых заболеваний. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 представлены экспериментальная и симулированная порошковые дифрактограммы  
N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида. 

На фиг. 2 представлены данные анализа формы N-1 N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-
трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида 
свободного основания, полученные с использованием дифференциальной сканирующей калориметрии. 

На фиг. 3 представлены данные термогравиметрического анализа формы N-1 N-((1R,2S,5R)-5-(трет-
бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида свободного основания. 

Подробное описание изобретения 

В настоящем изобретении предложен новый антагонист N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-
3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид 
или его кристаллическая форма, обладающие неожиданной равномощной двойной активностью в отно-
шении рецепторов CCR-2 и CCR-5. Кроме того, в настоящем изобретении предложена новая комбинация 
желательных фармакологических характеристик. Также предложены кристаллические формы соедине-
ний согласно настоящему изобретению. Объектами настоящего изобретения также являются фармацев-
тические композиции, содержащие указанные соединения, и способы применения этих соединений в 
качестве агентов для лечения воспалительных заболеваний, аллергических, аутоиммунных, метаболиче-
ских, раковых и/или сердечно-сосудистых заболеваний. В настоящем изобретении также предложен спо-
соб получения N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-
иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида. В данном изобретении также предложены 
соединения, которые могут быть использованы в качестве промежуточных соединений в способе полу-
чения соединений согласно настоящему изобретению. 

N-((1R,2S,5R)-5-(трет-Бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-
2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид обладает неожиданной равномощной двойной ингиби-
рующей активностью в отношении рецепторов CCR-2 и CCR-5. 

Кроме того, N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-
4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид обладает желательной комбинацией равно-
мощной двойной ингибирующей активности в отношении рецепторов CCR-2 и CCR-5 и фармакологиче-
ских характеристик, включая неожиданно высокую степень биодоступности при пероральном введении в 
сочетании с показаниями к применению, благодаря чему данное соединение является высокоэффектив-
ным и имеет прекрасные критерии безопасности. 

Известные модуляторы рецепторов хемокинов, такие как модуляторы, раскрытые в РСТ публика-
циях WO 2004/071460 А1 и WO 2005/021500 А1 (патент США № 7163937, выданный 16 января 2007 г., 
принадлежащий заявителю данного изобретения), недостаточно эффективны, как показывают измерения 
их способности связываться с CCR-2 или CCR-5 (измерения эффективности связывания), и/или не отве-
чают подходящим критериям безопасности, на что указывает их избирательность в отношении ионных 
каналов, определенная в исследованиях с использованием hERG и Na+-ионных каналов. 

Другие известные модуляторы рецепторов хемокинов, такие как модуляторы, раскрытые в РСТ 
публикациях WO 2008/014381 A1, WO 2008/014360 А1 и WO 2008/014361 А1, являются избирательными 
антагонистами или избирательными частичными агонистами/антагонистами в отношении активности 
рецептора CCR-2. Однако данные известные модуляторы обладают активностью преимущественно в 
отношении рецептора CCR-2, но не являются равномощными двойными антагонистами, что показано 
путем измерения их способности связываться с рецепторами CCR-2 и CCR-5. 

Другие известные модуляторы рецепторов хемокинов, такие как модуляторы, описанные в Carter et 
al. American Chemical Society, August 17, 2008, являются двойными модуляторами рецепторов CCR-2 и 
CCR-5, но не отвечают подходящим критериям безопасности, на что указывает их избирательность в 
отношении ионных каналов, определенная в исследованиях с использованием hERG и Na+-ионных кана-
лов. 
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В отличие от указанных модуляторов, N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-
бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид обладает 
неожиданной равномощной способностью связываться с рецепторами CCR-5 и CCR-2 (соответствующие 
иллюстративные данные приведены ниже в разделе данного описания "Сравнительные фармакологиче-
ские характеристики". Кроме того, N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-
бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид имеет 
неожиданно высокую степень проницаемости через мембраны и к тому же сочетает равномощную спо-
собность связываться с рецепторами CCR-2 и CCR-5 с прекрасной избирательностью в отношении ион-
ных каналов. 

Соответственно, в настоящем изобретении предложены новые модуляторы хемокинов, обладающие 
равномощной способностью связываться с рецепторами CCR-2 и CCR-5 и улучшенными фармакологи-
ческими характеристиками, что, как ожидается, может иметь благоприятный терапевтический эффект 
при лечении воспалительных, аллергических, аутоиммунных, метаболических, раковых и/или сердечно-
сосудистых заболеваний. 

Варианты осуществления изобретения 

Один из вариантов осуществления изобретения относится к N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-
((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамиду 

 
Другой вариант осуществления изобретения относится к кристаллической форме N-1  

N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, характеризующейся параметрами элементарной ячейки, 
имеющими, по существу, следующие значения: 

размеры ячейки: 

 
пространственная группа: P212121; 
количество молекул на элементарную ячейку (Z): 1; 
плотность (рассчитанная, г⋅см-3): 1,194, 

когда указанный кристалл находится при температуре приблизительно -70°С. 
Другой вариант осуществления изобретения относится к кристаллической форме N-((1R,2S,5R)-5-

(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида, причем указанная кристаллическая форма включает форму N-1, по сущест-
ву,. в чистой форме. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к форме N-2, которая характеризуется по-
рошковой рентгеновской дифрактограммой, по существу, соответствующей дифрактограмме, приведен-
ной на фиг. 1 (или имеет такую дифрактограмму). 

Другой вариант осуществления изобретения относится к форме N-2, которая характеризуется тер-
мограммой, полученной с использованием методики дифференциальной сканирующей калориметрии, по 
существу, соответствующей термограмме, приведенной на фиг. 2, согласно которой температура эндо-
термического перехода выше приблизительно 205°C (или имеет такую термограмму). 

Другой вариант осуществления изобретения относится к форме, которая характеризуется кривой 
термического гравиметрического анализа, соответствующей кривой, приведенной на фиг. 3 (или имеет 
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такую кривую). 
Другой вариант осуществления изобретения относится к фармацевтической композиции, состоящей 

из N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида или его кристаллической формы и фармацевтически при-
емлемого носителя. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к фармацевтической композиции, состоящей 
из N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-a][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, его кристаллической формы и по меньшей мере одного 
дополнительного терапевтического агента. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к способу модулирования активности хемо-
кинов или рецепторов хемокинов, включающему введение нуждающемуся в этом пациенту терапевтиче-
ски эффективного количества N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-
а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида и его кристаллической 
формы. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к способу модулирования активности рецеп-
торов CCR-2 и CCR-5, включающему введение нуждающемуся в этом пациенту терапевтически эффек-
тивного количества N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутиламино[1,5-а][1,3,5]триазин-
4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида или его кристаллической формы. 

Изобретение также рассматривает способ модулирования активности MCP-1, MCP-2, MCP-3,  
MCP-4, MCP-5, MIP-1a, MIP-1b и RANTES, опосредованной рецепторами CCR-2 и CCR-5, включающий 
введение нуждающемуся в этом пациенту терапевтически эффективного количества N-((1R,2S,5R)-5-
(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида и его кристаллической формы. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к способу лечения расстройства, включаю-
щему введение пациенту, нуждающемуся в таком лечении, терапевтически эффективного количества  
N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида и его кристаллической формы, где указанное расстройство 
выбрано из диабета, ожирения, метаболического синдрома, инсульта, невропатической боли, ишемиче-
ской кардиомиопатии, псориаза, гипертензии, склеродермии, остеоартрита, аневризмы, лихорадки, сер-
дечно-сосудистого заболевания, болезни Крона, застойной сердечной недостаточности, аутоиммунных 
заболеваний, ВИЧ-инфекции, ВИЧ-ассоциированной деменции, идиопатического легочного фиброза, 
артериосклероза трансплантата, физически или химически индуцированной травмы головного мозга, 
воспалительного заболевания кишечника, альвеолита, колита, системной эритематозной волчанки, неф-
рита, вызванного введением нефротоксической сыворотки, гломерулонефрита, астмы, рассеянного скле-
роза, атеросклероза, васкулита, атероматозных бляшек, ревматоидного артрита, рестеноза, венозной не-
оинтимальной гиперплазии, неоинтимальной гиперплазии диализного трансплантата, интимальной ги-
перплазии артериовенозного шунта, последствий трансплантации органов, хронической нефропатии ал-
лотрансплантата, рака, неоинтимальной гиперплазии диализного трансплантата и неоинтимальной ги-
перплазии артериовенозного шунта. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к способу лечения рака, например рака мо-
лочной железы, рака печени, рака предстательной железы и меланомы, включающему введение пациен-
ту, нуждающемуся в таком лечении, терапевтически эффективного количества N-((1R,2S,5R)-5-(трет-
бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-a][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида и его кристаллической формы. 

Другой вариант осуществления изобретения относится к способу лечения заболевания, которое, по 
меньшей мере частично, опосредовано рецепторами CCR-2 и CCR-5, включающему введение пациенту, 
нуждающемуся в таком лечении, терапевтически эффективного количества N-((1R,2S,5R)-5-(трет-
бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида и его кристаллической формы. 
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Варианты осуществления способов изобретения 

Согласно первому варианту осуществления изобретения предложен способ получения  
N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, включающий способ, приведенный на следующей схеме. 

 
Могут быть предложены другие конкретные варианты осуществления настоящего изобретения без 

отступления от сущности или основных признаков изобретения. Кроме того, подразумевается, что любой 
элемент варианта осуществления изобретения может быть комбинирован со всеми без исключения дру-
гими элементами любого варианта осуществления изобретения, данные комбинации образуют дополни-
тельные варианты осуществления изобретения. Кроме того, настоящее изобретение включает комбина-
ции различных вариантов осуществления изобретения, частей вариантов осуществления изобретения, 
определений, описаний и примеров изобретения, отмеченных в данном описании. 

Определения 

Далее приведены определения терминов, используемых в данном описании и прилагаемой формуле 
изобретения. Если не указано иное, начальное определение, приведенное для группы или термина, отно-
сится к данной группе или термину, независимо от того, в какой части описания и прилагаемой формулы 
изобретения данная группа или термин упоминаются, самостоятельно или как часть другой группы. 

Подразумевается, что термин "терапевтически эффективное количество" включает количество од-
ного соединения согласно настоящему изобретению, или количество комбинации соединений согласно 
настоящему изобретению, или количество соединения согласно настоящему изобретению в комбинации 
с другими активными ингредиентами, эффективное для ингибирования CCR-2 и CCR-5 или эффективное 
для лечения или предупреждения расстройств, указанных в данном описании. 

В контексте данного описания термины "лечить" или "лечение" относятся к лечению болезненного 
состояния у млекопитающего, в особенности у человека, и включают (а) предупреждение болезненного 
состояния у млекопитающего, в частности, когда такое млекопитающее предрасположено к развитию 
болезненного состояния, но диагноз еще не поставлен; (б) ингибирование болезненного состояния, т.е. 
остановку его развития; и/или (в) облегчение болезненного состояния, т.е. регрессию болезненного со-
стояния. 

Названия, используемые в данном описании для обозначения конкретной формы, например "N-1" 
или "Р-1", не должны рассматриваться как ограничение в отношении любого другого вещества, имеюще-
го сходные или идентичные физические и химические характеристики, скорее, данные обозначения сле-
дует рассматривать только как идентификаторы, которые следует интерпретировать в соответствии с 
информацией, содержащей характеристики вещества, которая также приписывается данным идентифи-
каторам. 

В настоящем изобретении предложены кристаллические формы свободного основания  
N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-
оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида в качестве нового вещества, в частности, в фармацевтиче-
ски приемлемой форме. Согласно некоторым предпочтительным вариантам осуществления изобретения 
кристаллические формы данного свободного основания находятся, по существу, в чистой форме. Пред-
почтительные варианты данного свободного основания описаны в примерах и относятся к форме N-1. 

Подразумевается, что настоящее изобретение включает все изотопы атомов, присутствующих в со-
единениях согласно настоящему изобретению. Изотопы включают атомы, имеющие одинаковый атом-
ный номер, но разные массовые числа. В качестве типичного неограничивающего примера можно при-
вести изотопы водорода, которые включают дейтерий и тритий. Изотопы углерода включают 13С и 14С. 
Соединения согласно изобретению, меченные изотопами, обычно могут быть получены с помощью 
стандартных методик, известных специалистам в данной области техники, или с помощью методик, ана-
логичных методикам, приведенным в данном описании, с использованием подходящего меченного изо-
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топом реагента вместо немеченного реагента, используемого в другом случае. 
В контексте данного описания термин "аморфный" относится к твердой форме вещества, молекулы, 

атомы и/или ионы которого не образуют кристаллическую структуру. Аморфное твердое вещество не 
имеет характерную рентгеновскую дифрактограмму. 

В контексте данного описания термин "по существу, чистый" по отношению к кристаллической 
форме означает, что соединение имеет степень чистоты более 90% (по массе), включая степень чистоты 
более 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 и 99% (по массе), а также степень чистоты, равную приблизительно 
100% (по массе), рассчитанную на основе массы соединения. Оставшаяся часть вещества содержит дру-
гую форму (другие формы) соединения, и/или примеси компонентов реакционной смеси, и/или примеси, 
добавленные в процессе получения соединения. Например, кристаллическую форму N-((1R,2S,5R)-5-
бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида, свободного основания или соли можно считать, по существу, чистой в том 
случае, когда степень чистоты данной формы составляет более 90 мас.% согласно измерению с помощью 
средств, известных и обычно используемых в данной области техники в настоящее время, и остаток, со-
ставляющий менее 10 мас.%, содержит другую форму (другие формы) N-((1R,2S,5R)-5-(трет-
бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-
ил)циклогексил)ацетамида, свободного основания или соли, и/или примеси компонентов реакционной 
смеси, и/или примеси, добавленные в процессе получения соединения. 

Могут быть получены образцы кристаллических форм, по существу, чистые в смысле фазовой го-
могенности, что указывает на присутствие доминирующего количества одной кристаллической формы и 
необязательно минорного количества одной или более чем одной другой кристаллической формы. При-
сутствие в образце более одной кристаллической формы может быть определено с помощью таких мето-
дик, как рентгеновская порошковая дифрактометрия (PXRD) или твердотельная ядерная магнитно-
резонансная спектроскопия (SSNMR). Например, присутствие дополнительных пиков на эксперимен-
тально полученной PXRD-дифрактограмме по сравнению с симулированной PXRD-дифрактограммой 
может указывать на наличие в образце более одной кристаллической формы. Симулированная PXRD-
дифрактограмма может быть рассчитана, исходя из рентгеноструктурных данных для монокристалла. 
См. Smith, D.K., "A FORTRAN Program for Calculating X-Ray Powder Diffraction Patterns", Lawrence Radia-
tion Laboratory, Livermore, California, UCRL-7196 (April 1963). 

Предпочтительно, когда кристаллическая форма является, по существу, чистой в смысле фазовой 
гомогенности, т.е. менее 10%, предпочтительно менее 5% и более предпочтительно менее 2% общей 
площади пиков на экспериментально полученной PXRD-дифрактограмме занимают дополнительные 
пики, которые отсутствуют на симулированной PXRD-дифрактограмме. Наиболее предпочтительно, ко-
гда кристаллическая форма является, по существу, чистой в смысле фазовой гомогенности, и на ее экс-
периментально полученной PXRD-дифрактограмме менее 1% общей площади пиков занимают дополни-
тельные пики, которые отсутствуют на симулированной PXRD-дифрактограмме. 

Методики получения кристаллических форм известны в данной области техники. Кристаллические 
формы могут быть получены с помощью различных методик, включая, например, кристаллизацию или 
перекристаллизацию из подходящего растворителя, сублимацию, выращивание из расплава, полиморф-
ное превращение из другой фазы, кристаллизацию из сверхкритической жидкости и струйное распыле-
ние. Методики кристаллизации или перекристаллизации кристаллических форм из смеси с растворите-
лем включают, например, выпаривание растворителя, уменьшение температуры указанной смеси, за-
травливание кристалла соединения и/или его соли в пересыщенную смесь, лиофилизацию указанной 
смеси и добавление антирастворителей (противорастворителей) к указанной смеси. 

Указанные формы могут быть характеризованы и идентифицированы с использованием рентгенов-
ской дифракции на монокристаллах, которая основана на измерении параметров элементарной ячейки 
монокристалла исследуемой формы при фиксированной температуре. Подробное описание элементар-
ных ячеек приведено в Stout et al., Chapter 3, X-Ray Structure Determination: A Practical Guide, Macmillan 
Co., New York (1968). Альтернативно, уникальное пространственное расположение атомов внутри кри-
сталлической решетки может быть характеризовано экспериментально определенными фракционными 
координатами атомов. Другой способ характеризации кристаллической структуры, основанный на ана-
лизе данных рентгеновской порошковой дифрактометрии, заключается в сравнении экспериментального 
(или наблюдаемого) профиля дифракции с симулированным профилем, соответствующим чистому по-
рошку, при одной и той же температуре, где измерения, характеризующие исследуемую форму, пред-
ставлены в виде ряда значений 2θ. 

Для характеризации формы могут быть использованы другие методики, такие как твердотельный 
ядерный магнитный резонанс (SSNMR), дифференциальная сканирующая калориметрия и термограви-
метрический анализ. Для характеризации исследуемой формы также может быть использована комбина-
ция данных методик. 

Термин "незначительная потеря массы", используемый в данном описании при характеризации 
формы с использованием TGA, указывает на присутствие чистой (несольватированной) кристаллической 
формы. 
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Согласно одному из вариантов осуществления изобретения кристаллическая форма N-((1R,2S,5R)-
5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-
1-ил)циклогексил)ацетамида, свободного основания присутствует, по существу, в чистой форме. Данная 
кристаллическая форма может быть использована в фармацевтических композициях, которые необяза-
тельно могут включать один или более чем один другой компонент, выбранный, например, из группы, 
состоящей из эксципиентов, носителей, и один компонент, выбранный из других активных фармацевти-
ческих ингредиентов или активных химических соединений с другими молекулярными структурами. 

Предпочтительно, когда кристаллическая форма является, по существу, чистой в смысле фазовой 
гомогенности, т.е. менее 10%, предпочтительно менее 5% и более предпочтительно менее 2% общей 
площади пиков на экспериментально полученной PXRD-дифрактограмме занимают дополнительные 
пики, которые отсутствуют на симулированной PXRD-дифрактограмме. Наиболее предпочтительно, ко-
гда кристаллическая форма является, по существу, чистой в смысле фазовой гомогенности, и на ее экс-
периментально полученной PXRD-дифрактограмме менее 1% общей площади пиков занимают дополни-
тельные пики, которые отсутствуют на симулированной PXRD-дифрактограмме. 

Согласно другому варианту осуществления изобретения предложена композиция, состоящая, по 
существу, из кристаллических форм N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-
бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, свобод-
ного основания или соли. Композиция согласно данному варианту осуществления изобретения может 
содержать по меньшей мере 90% (по массе) указанной формы исходя из массы композиции. 

Присутствие примесей компонентов реакционной смеси и/или примесей, добавленных в процессе 
получения соединения, может быть определено с помощью аналитических методик, известных в данной 
области техники, таких как, например, хроматография, ядерный магнитный резонанс, спектроскопия, 
масс-спектрометрия или инфракрасная спектроскопия. 

Кристаллические формы могут быть получены с помощью различных методик, включая, например, 
кристаллизацию или перекристаллизацию из подходящего растворителя, сублимацию, выращивание из 
расплава, полиморфное превращение из другой фазы, кристаллизацию из сверхкритической жидкости и 
струйное распыление. Методики кристаллизации или перекристаллизации кристаллических форм из 
смеси с растворителем включают, например, выпаривание растворителя, уменьшение температуры ука-
занной смеси, затравливание кристалла соединения и/или его соли в пересыщенную смесь, лиофилиза-
цию указанной смеси и добавление антирастворителей (противорастворителей) к указанной смеси. Для 
получения кристаллических форм, включая полиморфы, могут быть использованы методики высокопро-
изводительной кристаллизации. 

Кристаллы лекарств, включая полиморфы, методики их получения и характеризация кристаллов 
лекарств обсуждаются в Byrn, S.R. et al., Solid-State Chemistry of Drugs, 2nd Edition, SSCI, West Lafayette, 
Indiana (1999). 

В методиках кристаллизации с использованием растворителя выбор растворителя или растворите-
лей обычно зависит от одного или более чем одного фактора, такого как растворимость соединения, ме-
тодика кристаллизации и давление паров растворителя. Могут быть использованы комбинации раствори-
телей; например, соединение можно растворить в первом растворителе с получением раствора и затем 
добавить антирастворитель для уменьшения растворимости соединения в растворителе и образования 
кристаллов. "Антирастворитель" представляет собой растворитель, в котором соединение имеет низкую 
растворимость. Растворители, подходящие для получения кристаллов, включают полярные и неполярные 
растворители. 

В одной из методик получения кристаллов N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-
бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид, свобод-
ное основание или соль суспендируют и/или перемешивают в подходящем растворителе с получением 
суспензии, которую для ускорения растворения можно нагреть. Термин "суспензия" в контексте данного 
описания означает насыщенный раствор, который при определенной температуре также может содер-
жать дополнительное количество твердого вещества, т.е. может представлять собой гетерогенную смесь. 
Подходящие в этом случае растворители включают, например, полярные апротонные растворители и 
полярные протонные растворители, а также смеси двух и более указанных растворителей, таких как опи-
сано в данном изобретении. 

В любую кристаллизационную смесь для ускорения кристаллизации могут быть добавлены затра-
вочные кристаллы. Специалистам в данной области техники известно, что внесение затравки дает воз-
можность контролировать рост конкретной кристаллической формы или дает возможность контролиро-
вать распределение размера частиц кристаллического продукта Соответственно, при расчете количества 
необходимой затравки принимается во внимание размер имеющихся в распоряжении затравочных кри-
сталлов и желаемый средний размер частиц продукта, как описано, например, в Mullin, J.W. et al.,  
"Programmed cooling of batch crystallizers", Chemical Engineering Science, 26:369-377 (1971). В общем слу-
чае для эффективного контроля роста кристаллов в кристаллизаторе необходимо использовать мелкие 
затравочные кристаллы. Мелкие затравочные кристаллы могут быть получены путем просеивания, дроб-
ления или микронизации больших кристаллов или путем микрокристаллизации из растворов. Следует 
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обращать внимание на то, чтобы дробление или микронизация кристаллов не приводили к каким-либо 
отклонениям кристаллического состояния от желаемой кристаллической формы (т.е. к превращению в 
аморфное вещество или в другой полиморф). 

Охлажденная смесь может быть отфильтрована под вакуумом, и выделенное твердое вещество мо-
жет быть промыто подходящим растворителем, таким как растворитель для холодной перекристаллиза-
ции, и высушено в потоке азота с получением желаемой кристаллической формы. Выделенное твердое 
вещество может быть проанализировано с использованием подходящих спектроскопических или анали-
тических методик, таких как SSNMR, DSC, PXRD и т.п., чтобы подтвердить образование предпочти-
тельной кристаллической формы продукта. Фактический выход полученной кристаллической формы 
обычно составляет более приблизительно 70% (по массе), предпочтительно более 90% (по массе) отно-
сительно исходной массы N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-
а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, свободного основания или 
соли, используемой в методике кристаллизации. При необходимости полученный продукт может быть 
подвергнут дроблению или продавлен через сито, чтобы разбить комки. 

Кристаллические формы могут быть получены прямо из реакционной смеси после окончания по-
следней стадии синтеза N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-
а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, свободного основания или 
соли. Это может быть достигнуто, например, путем использования на последней стадии синтеза раство-
рителя или смеси растворителей, из которых может быть кристаллизовано данное соединение. Альтерна-
тивно, кристаллические формы могут быть получены путем дистилляции или добавления растворителя. 
Растворители, пригодные для этой цели, включают любой из растворителей, описанных в данном доку-
менте, включая протонные полярные растворители, такие как спирты, и апротонные полярные раствори-
тели, такие как кетоны. 

В соответствии с общими правилами в данной области техники реакционная смесь может быть от-
фильтрована с целью удаления любых нежелательных примесей, неорганических солей и т.п. с после-
дующим промыванием растворителем, использованным в реакции, или растворителем для кристаллиза-
ции. Полученный раствор может быть сконцентрирован с целью удаления избытка растворителя или га-
зообразных компонентов. Если используется дистилляция, максимальное количество собранного дис-
тиллята может изменяться в зависимости от технологических факторов, включая, например, размер реак-
тора, интенсивность перемешивания и т.п. В соответствии с общими правилами в данной области техни-
ки перед заменой растворителя объем реакционной смеси в процессе дистилляции может быть уменьшен 
приблизительно до 1/10 от исходного объема. В ходе реакции из реакционной смеси могут быть отобра-
ны пробы, которые анализируют с использованием стандартных методик с целью определения степени 
завершения реакции и выхода продукта (мас.%). При желании, для оптимизации концентрации реакци-
онной смеси может быть добавлено дополнительное количество растворителя, использованного в реак-
ции, или, наоборот, удалено некоторое количество данного растворителя. Предпочтительно, когда ко-
нечная концентрация составляет приблизительно 50% (по массе); при такой концентрации обычно обра-
зуется суспензия. 

В некоторых случаях предпочтительно добавлять растворители прямо в химический реактор без 
дистилляции реакционной смеси. Для этой цели предпочтительно выбрать растворитель, который может 
быть максимально включен в кристаллическую решетку, как это уже обсуждалось выше в связи с заме-
ной растворителя. Хотя конечная концентрация может меняться в зависимости от желаемой чистоты, 
выхода и т.п., конечная концентрация свободного основания в растворе предпочтительно составляет от 
приблизительно 4 до приблизительно 7%. После добавления растворителя реакционную смесь можно 
перемешивать и одновременно нагревать. Например, реакционную смесь можно перемешивать в течение 
приблизительно 1 ч с нагреванием до приблизительно 70°C. Реакционную смесь фильтруют предпочти-
тельно в горячем виде и промывают либо растворителем, использованным в реакции, либо дополнитель-
но добавленным растворителем, либо смесью этих растворителей. Для инициации кристаллизации в лю-
бой раствор для кристаллизации могут быть добавлены затравочные кристаллы. 

Различные формы, описанные в данном документе, могут быть идентифицированы с помощью раз-
личных аналитических методик, известных среднему специалисту в данной области техники. Такие ме-
тодики включают рентгеновскую порошковую дифрактометрию (PXRD), дифференциальную скани-
рующую калориметрию (DSC) и/или термогравиметрический анализ (TGA), но не ограничены ими. Аль-
тернативно, формы могут быть характеризованы и идентифицированы с использованием рентгеновской 
дифракции на монокристаллах, которая основана на измерении параметров элементарной ячейки моно-
кристалла исследуемой формы при фиксированной температуре. Подробное описание элементарных 
ячеек приведено в Stout et al., Chapter 3, X-Ray Structure Determination: A Practical Guide, Macmillan Co., 
New York (1968). Например, уникальное пространственное расположение атомов внутри кристалличе-
ской решетки может быть характеризовано экспериментально определенными фракционными координа-
тами атомов. Другой способ характеризации кристаллической структуры, основанный на анализе данных 
рентгеновской порошковой дифрактометрии, заключается в сравнении наблюдаемого профиля дифрак-
ции с симулированным профилем, рассчитанным по данным структуры монокристалла. Результаты 
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рентгеновской дифракции на порошке для исследуемой формы представлены в виде серии значений 2θ 
(обычно четырех или более). 

Для характеризации формы могут быть использованы другие методики, такие как твердотельный 
ядерный магнитный резонанс (SSNMR) спектроскопия, дифференциальная сканирующая калориметрия 
(DSC), термография и макроскопическое исследование кристаллической или аморфной морфологии. Для 
характеризации исследуемой формы также может быть использована комбинация данных методик. 

Среднему специалисту в данной области техники понятно, что рентгеновская дифрактограмма мо-
жет быть получена с ошибкой измерения, которая зависит от используемых условий измерения. В част-
ности, общеизвестно, что значения интенсивности на рентгеновской дифрактограмме могут меняться в 
зависимости от используемых условий измерения и от формы или морфологии кристалла. Кроме того, 
следует понимать, что относительные интенсивности также могут меняться в зависимости от условий 
проведения эксперимента, и, соответственно, не следует принимать во внимание точное значение интен-
сивности. Кроме того, ошибка измерения угла дифракции 2θ на стандартной рентгеновской дифракто-
грамме обычно составляет приблизительно 0,2° или менее, предпочтительно приблизительно 0,1° (см. в 
данном описании ниже), и такую ошибку измерения следует принимать во внимание при рассмотрении 
указанных выше углов дифракции. Соответственно, должно быть понятно, что кристаллические формы 
согласно настоящему изобретению не ограничены кристаллическими формами, рентгеновские дифракто-
граммы которых полностью идентичны рентгеновским дифрактограммам, изображенным на фигурах, 
прилагаемых к данному описанию. Любые кристаллические формы, рентгеновские дифрактограммы ко-
торых, по существу, идентичны дифрактограммам, изображенным на прилагаемых фигурах, включены в 
объем настоящего изобретения. Выявление, по существу, идентичных рентгеновских дифрактограмм 
находится в компетенции среднего специалиста в данной области техники. 

Синтез 

N-((1R,2S,5R)-5-(трет-Бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-
2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид может быть получен в соответствии со следующей схе-
мой: 

 
Исходные вещества, используемые в способе согласно настоящему изобретению, имеются в прода-

же или могут быть легко получены средним специалистом в данной области техники. Подходящие рас-
творители, температура, давление, исходные вещества, содержащие желаемые группы, и другие условия 
реакции могут быть легко выбраны средним специалистом в данной области техники. Данный способ 
может быть осуществлен в промышленном масштабе для получения больших количеств соединения, 
например, на промышленном оборудовании. 

Следующие примеры иллюстрируют варианты осуществления изобретения, относящиеся к предло-
женным в изобретении соединениям и исходным веществам, и не ограничивают объем данного изобре-
тения. 

При необходимости реакции проводили в атмосфере сухого азота (или аргона). Для проведения 
безводных реакций использовали растворители DRISOLV (ЕМ). Для других реакций использовали хи-
мически чистые растворители или растворители стандарта "для ЖХВД". Если не указано иное, все реа-
генты, имеющиеся в продаже, использовали в том виде, в котором они были получены. 

ЖХ-МС-анализ проводили с использованием одноквадрупольной масс-спектрометрической гиб-
ридной системы Shimadzu HPLC/Waters ZQ. Данные для представляющих интерес пиков получали с ис-
пользованием ионизации электрораспылением в режиме положительных ионов. Спектры ЯМР (ядерного 
магнитного резонанса) обычно получали на аппарате Bruker или JEOL при 400 и 600 МГц в указанных 
растворителях. Все химические сдвиги приведены в м.д. относительно тетраметилсилана, резонансная 
линия которого используется в качестве внутреннего стандарта. 1Н ЯМР-спектры обычно приведены в 
следующем формате: химический сдвиг, мультиплетность (s = синглет, br s = уширенный синглет,  
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d = дублет, dd = дублет дублетов, t = триплет, q = квартет, sep = септет, m = мультиплет, арр = кажущий-
ся), константы взаимодействия (Гц) и интегральная интенсивность. 

Стандартные аббревиатуры, используемые в данном описании, должны быть понятны специалисту 
в данной области техники. Краткая справка аббревиатур включает, без ограничения: Hg = давление в мм 
рт.ст.; нас. = насыщенный; ЖХВД = жидкостная хроматография высокого давления; АР = относительная 
площадь; KF = Karl-Fischer; RT = комнатная температура (если не указано иное, RT соответствует при-
близительно 22°C); ммоль = миллимоль; HRMS = масс-спектрометрия высокого разрешения; °C = граду-
сы Цельсия; кг = килограмм или килограммы; г = грамм или граммы; мг = миллиграмм или миллиграм-
мы; л = литр или литры; мл = миллилитр или миллилитры; ч = час или часы; М = молярный;  
н. = нормальный; мин = минута или минуты; МГц = мегагерц; об./об. = отношение объем/объем;  
% мас./мас. = отношение масса/масса, выраженное в процентах; мас.% = процент по массе; нм = нано-
метр или нанометры; LOD = потери при сушке. 

"α", "β", "R" и "S" представляют собой стереохимические обозначения, хорошо известные специа-
листам в данной области техники. 

Пример 1. 
N-((1R,2S,5R)-5-(трет-Бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-

2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид 

 
Стадия 1. 
В круглодонную колбу объемом 3 л вносили семикарбазида гидрохлорид (100,0 г, 0,89 моль), пива-

лоилацетонитрил (112,2 г, 0,89 моль) и этанол (1 л) при 22-25°C. После завершения добавления реакци-
онную смесь охлаждали до 12-15°C и добавляли безводный ацетат натрия (73,5 г, 0,89 моль). Добавление 
безводного ацетата натрия сопровождалось выделением тепла, температура смеси повышалась до 22-
25°C. Реакционную смесь поддерживали при 22-25°C и перемешивали в течение 60-90 мин. Затем реак-
ционную смесь анализировали с использованием ЖХВД; полученные результаты указывали на то, что 
образование гидразонового промежуточного соединения было завершено. 

Стадия 2. 
Затем реакционную смесь нагревали до 68-72°C и в течение 5-10 мин добавляли триметилортофор-

миат (475,7 г, 4,48 моль). Данную реакционную смесь оставляли охлаждаться до 40-45°C и затем в тече-
ние 15-20 мин добавляли уксусную кислоту (53,8 г, 0,89 моль). После завершения добавления температу-
ру смеси повышали до 70±2°C в течение 20-25 мин. Когда температура установилась на заданном уров-
не, реакционную смесь перемешивали в течение 18-20 ч. По истечении данного периода реакционную 
смесь анализировали с использованием ЖХВД; полученные результаты указывали на то, что образова-
ние пиразоло[1,5-а][1,3,5]триазина было завершено. 

Стадия 3. 
Пиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин, полученный на стадии 2 (пример 1), концентрировали при 50-55°C 

при пониженном давлении (~5-10 мм рт.ст. (~666,5-1333 Па)). К полученному остатку добавляли тетра-
гидрофуран (ТГФ, 2 л) и ацетон (2 л) и данную смесь перемешивали в течение 90 мин при 50-55°C. Затем 
реакционную смесь фильтровали через воронку Бюхнера для удаления выпавшего в осадок хлорида на-
трия (NaCl) и ацетата натрия (NaOAc). Полученный фильтрат концентрировали досуха при 50-55°C при 
пониженном давлении (~400-450 мм рт.ст. (~53320-59985 Па)). Полученный остаток переносили в  
2-метилортоформиат (2-метил-ТГФ, 450 мл) и данную смесь перемешивали при 22-25°C в течение 2 ч. 
По истечении данного периода реакционную смесь фильтровали и затем промывали струей 2-метил-ТГФ 
(100 мл) и затем трет-бутилметиловым эфиром (МТВЕ, 200 мл). Полученный продукт сушили при  
45-50°C при пониженном давлении (~400-450 мм рт.ст. (~53320-59985 Па)) с выходом  
7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4(3H)-она (107,0 г, 62,1% (мас./мас.), чистота согласно ЖХВД: 
99,2 АР при 220 нм). 
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Стадии 1-3 повторяли в большем масштабе для получения 1 кг количества  
1-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4(3H)-она. 

Стадия 4. 
В футерованный стеклом химический реактор добавляли 7-трет-бутилпиразоло[1,5-

а][1,3,5]триазин-4(3H)-он (1,0 кг, 5,2 моль), диметил 4-аминопиридин (1,27 кг, 10,4 моль), ацетонитрил 
(10 л) и диизопропилэтиламин (0,672 кг, 5,2 моль). Полученную суспензию перемешивали при темпера-
туре окружающей среды в атмосфере азота до образования прозрачного раствора в течение по меньшей 
мере 15 мин. Данный прозрачный раствор медленно добавляли во второй футерованный стеклом хими-
ческий реактор, содержащий ацетонитрил (6 л) и оксихлорид фосфора (POCl3, 0,822 кг, 5,3 моль). После 
завершения добавления полученную смесь перемешивали при температуре ниже 35°C в течение 2 ч. По 
истечении данного периода реакционную смесь анализировали с использованием ЖХВД; полученные 
результаты указывали на то, что реакция была завершена. Добавляли фенол (0,64 кг, 6,8 моль) и диизо-
пропилэтиламин (0,87 кг) и полученную реакционную смесь перемешивали при температуре окружаю-
щей среды в течение по меньшей мере 1 ч. Затем реакционную смесь анализировали с использованием 
ЖХВД; полученные результаты указывали на то, что реакция была завершена. К реакционной смеси до-
бавляли 2-метил-ТГФ (20 л) и затем воду (10 л). Органическую и водную фазы разделяли и водную фазу 
удаляли. Органическую фазу промывали раствором лимонной кислоты в солевом растворе (5 мас.%,  
10 л), полученные органическую и водную фазы разделяли и водную фазу снова удаляли. Промывку ука-
занным раствором лимонной кислоты в солевом растворе повторяли еще два раза. После завершения 
промывки раствором лимонной кислоты в солевом растворе добавляли раствор гидроортофосфата калия 
(K2HPO4, 7,5 мас.%, 10 л). Органическую и водную фазы разделяли и водную фазу удаляли. Промывку 
указанным раствором K2HPO4 повторяли еще два раза до рН ~8. 

Стадия 5. 
В щелочную органическую фазу, полученную на стадии 4 (пример 1), добавляли N-[2-(3-амино-2-

оксопирролидин-1-ил)-5-трет-бутиламиноциклогексил]ацетамид (полученный в соответствии с методи-
кой, аналогичной методике, описанной в публикации заявки на патент США № 2008/0027083 А1;  
1,05 кг). После завершения добавления реакционную смесь перемешивали в течение 16 ч при температу-
ре окружающей среды. По истечении данного периода реакционную смесь анализировали с использова-
нием ЖХВД; полученные результаты указывали на то, что реакция была завершена. К реакционной сме-
си добавляли воду (20 л) и затем уксусную кислоту (НОАс, 0,406 кг) и полученные органический и вод-
ный слои разделяли. Водный слой экстрагировали 2-метил-ТГФ (10 л). Органические слои объединяли и 
добавляли НОАс (0,406 кг). Полученную смесь промывали водой (10 л) и полученные органический и 
водный слои разделяли. Водный слой снова экстрагировали 2-метил-ТГФ (10 л). Водные слои снова объ-
единяли и добавляли дихлорметан (ДХМ, 15 л). рН смеси доводили до ~13,0 путем добавления гидро-
ксида натрия (NaOH, 10н., 1,04 л). После завершения добавления органический и водный слои снова раз-
деляли и оставляли обогащенный продуктом дихлорметановый слой. Водный слой дополнительно экст-
рагировали дихлорметаном (10 л). Дихлорметановые органические слои, содержащие продукт, объеди-
няли и промывали водой (10 л). Полученный обогащенный продуктом дихлорметановый раствор кон-
центрировали под вакуумом до минимального объема. Добавляли этилацетат (EtOAc), оставшийся ДХМ 
и воду отгоняли в течение длительного времени с получением суспензии (конечный объем ~5 л). Добав-
ляли МТВЕ (15 л) и полученную суспензию перемешивали в течение по меньшей мере 1 ч. Затем суспен-
зию фильтровали и полученный влажный осадок на фильтре дополнительно промывали МТВЕ (5 л). 
Фильтрационный осадок сушили при 55°C под вакуумом до LOD≤0,5% (по массе) с получением свобод-
ного основания указанного в заголовке соединения в виде аморфного вещества (0,9 кг, выход: 55 М%, 
чистота согласно ЖХВД: 99,5 АР). 

1Н ЯМР (600.13 МГц, ДМСО-d6): δ 1.04 (s, 9H), 1.34 (s, 9H), 1.58 (m, 3H), 1.64 (m, 2H), 1.81 (s, 3Н), 
2.05 (m, 1H), 2.12 (m, 1Н), 2.36 (m, 1H), 2.93 (br s, 1H), 3.48 (m, 2Н), 3.84 (m, 1Н), 4.26 (br s, 1H), 4.86 (t, 
J=8.9 Гц, 1Н), 6.39 (s, 1Н), 8.07 (s, 1H), 8.94 (br s, 1H); 

13С ЯМР (125.8 МГц, ДМСО-d6): δ 21.3, 23.3, 25.9, 29.3, 30.0, 32.2, 32.6, 35.5, 43.1, 46.5, 47.7, 50.7, 
51.7, 52.5, 92.3, 148.7, 148.8, 152.9, 167.3, 168.5, 171.2; 

HRMS: рассчитано для C25H40N8O2 (M+1) 485.3274, найдено 485.3343. 
Пример 2. 
Меченный тритием N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-

а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид. 
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Пример 3. 
Меченный дейтерием N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-

а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид. 

 
Пример 4. 
Меченный 14С N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-

а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамид. 

 
Пример 5. 
Кристаллическая форма N-1 N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-

а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида. 
Кристаллическую форму свободного основания N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-

бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, вклю-
чая его соли и сольваты, получали и характеризовали, как описано ниже. 

Методики характеризации форм. 
Исследование монокристаллов. 
Исследования проводили на дифрактометре Bruker-Nonius серии CAD4 (Bruker AXS, Inc., 5465 East 

Cheryl Parkway Madison, WI 53711 USA). Параметры элементарной ячейки определяли путем обработки 
методом наименьших квадратов экспериментальных данных для 25 рефлексов, соответствующих боль-
шим углам, которые регистрировали, задавая необходимые установочные параметры дифрактометра. 
Интенсивность рефлексов измеряли, используя радиацию с длиной волны λ=1.5418 Å (CuKα) при посто-
янной температуре образца и методику вариабельного сканирования θ-2θ; и корректировали только на 
поляризационные факторы Лоренца. Фоновые импульсы подсчитывали при предельных углах сканиро-
вания в течение периода времени, равного половине времени сканирования. Альтернативно, исследова-
ние монокристаллов проводили с использованием системы Bruker-Nonius Kappa CCD 2000, используя 
радиацию с длиной волны λ=1.5418 Å (CuKα). Индексирование и процесс измерения интенсивности ре-
флексов проводили под управлением пакета программ HKL2000 (Otwinowski, Z. et al. in Macromolecular 
Crystallography, Carter, W.C., Jr. et al., eds., Academic, NY, publ., vol. 276, p. 307-326 (1997)) из the Collect 
program suite (Collect Data collection and processing user interface: Collect: Data collection software, R. Hooft, 
Nonius B.V., 1998). Альтернативно, исследование монокристаллов проводили с использованием системы 
Bruker AXS АРЕХ2 CCD, используя радиацию с длиной волны λ=1.5418 Å (CuKα). Индексирование и 
процесс измерения интенсивности рефлексов проводили под управлением пакета программ АРЕХ2 из 
коллекции программ (АРЕХ2 Data collection and processing user interface: APEX2 User Manual, vol. 27; 
Bruker AXS, Inc., 5465 East Cheryl Parkway Madison, WI 53711 USA). 

Кристаллы, если указано, охлаждали в холодном потоке с использованием Oxford cryosystem  
(Oxford Cryosystems Cryostream cooler: Cosier, J. et al., J. Appl. Cryst., 19:105 (1986)). 

Для решения структур использовали прямые методы, структуры уточняли с учетом наблюдаемых 
рефлексов, используя для этого либо незначительно модифицированный пакет программ SDP (SDP, 
Structure Determination Package, Enraf-Nonius, Bohemia NY 11716; используемые в программе SDP коэф-
фициенты рассеяния, включая f' и f'', взяты из International Tables for Crystallography, Kynoch Press,  
Birmingham, England, Vol. IV, Tables 2.2A и 2.3.1 (1974)), либо кристаллографический пакет MAXUS 
(maXus solution and refinement software suite: Mackay, S. et al., maXus: a computer program for the solution 
and refinement of crystal structures from diffraction data), либо SHELXTL4. Полученные параметры атомов 
(координаты и температурные факторы) уточняли путем минимизации суммы квадратов элементов пол-
ной матрицы. Функция, значение которой подвергается минимизации в итерациях, имеет следующий 
вид: 

 

 
где w представляет собой подходящую весовую функцию ошибки наблюдаемых интенсивностей. 
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В итерационных циклах использовали алгоритм разностного отображения. Атомам водорода при-
писывали идеальные координаты и изотропные температурные факторы, параметры атомов водорода не 
варьировали. 

Исследование дифракции рентгеновских лучей на порошке (PXRD). 
Данные PXRD получали с использованием Bruker C2 GADDS. Параметры рентгеновской радиации: 

CuKα (40 кВ, 50 мА). Расстояние от образца до детектора составляло 15 см. Образцы порошков в запа-
янных стеклянных капиллярах диаметром 1 мм или менее вращали в течение всего периода регистрации 
дифракции. Дифракцию регистрировали в интервале значений угла 2θ от 3 до 35°, время экспозиции об-
разца составляло по меньшей мере 2000 с. Полученные двумерные дифракционные линии интегрировали 
с получением традиционных одномерных PXRD-дифрактограмм с шагом угла 2θ, равным 0,02°, в диапа-
зоне значений 2θ от 3 до 35°. В держатель образца для регистрации дифракции рентгеновских лучей на 
порошке (PXRD) (Philips) помещали приблизительно 200 мг образца. Образец переносили в Philips MPD 
(многоцелевой дифрактометр) (45 кВ, 40 мА, CuKα). Дифракцию регистрировали при комнатной темпе-
ратуре в интервале значений угла 2θ от 2 до 32° (режим непрерывного сканирования, скорость сканиро-
вания: 0,03°/с, автоматические щели расходимости и автоматические антирассеивающие щели, приемная 
щель: 0,2 мм, вращение образца: включено). 

Дифференциальная сканирующая калориметрия (DSC). 
DSC-эксперименты проводили с использованием ТА INSTRUMENTS (модель Q1000 или 2920). 

Образец (приблизительно 2-6 мг) взвешивали на алюминиевой чашке с точностью до сотой доли милли-
грамма и переносили в DSC. Калориметр продували газообразным азотом (50 мл/мин). Данные регист-
рировали в интервале от комнатной температуры до 300°C (скорость повышения температуры составля-
ла 10°C/мин). Полученный график содержал эндотермические пики, направленные вниз. 

Термогравиметрический анализ (TGA). 
Термогравиметрический анализ выполняли с использованием ТА INSTRUMENTS (модель Q500 

или 2950). Образец (приблизительно 10-30 мг) помещали на предварительно тарированную платиновую 
чашку. Массу образца определяли с точностью до тысячной доли миллиграмма. Печь продували газооб-
разным азотом (100 мл/мин). Данные регистрировали в интервале от комнатной температуры до 300°C 
(скорость повышения температуры составляла 10°C/мин). 

Получение и анализ кристаллических форм. 
Параметры элементарной ячейки и другие характеристики соединения, описанного в примере, 

представлены в табл. 1. Параметры элементарной ячейки получены путем кристаллографического рент-
геновского анализа монокристалла. Подробное описание расчета параметров элементарной ячейки мож-
но найти в Stout et al. X-Ray Structure Determination: a Practical Guide, Chapter 3, Macmillan (1968). 

В заключение на фиг. 1 представлена PXRD-дифрактограмма соединения, описанного в примере 5. 
На фиг. 2 и 3 представлены результаты DSC- и TGA-анализа соответственно соединения, описанного в 
примере 5. 

Получение кристаллической формы, XRD-, DSC- и TGA-анализ. 
Соединение, описанное в примере 5, форма N-1, свободное основание. 
Форму N-1 N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-

4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида получали путем кристаллизации из этилаце-
тата и метил-трет-бутилового эфира (МТВЕ). Форма N-1 представляет собой чистую форму (отсутству-
ют молекулы воды или растворителя) N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-
бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида. Форма 
N-1 характеризуется XRD-дифрактограммой, которая совпадает с симулированной дифрактограммой, 
рассчитанной по данным структуры монокристалла. Форма N-1 характеризуется DSC-термограммой, 
согласно которой температура эндотермического перехода (плавления/разложения) равна приблизитель-
но 205°C. Форма N-1 характеризуется кривой термогравиметрического анализа (TGA), согласно которой 
уменьшение массы происходит при температуре приблизительно 210°C. 
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Таблица 1 
Параметры элементарной ячейки 

 

 
Переменные, использованные в табл. 1, определены следующим образом: 
Т = температура по 100-градусной шкале для кристаллографических данных (RT - комнатная тем-

пература, равная приблизительно 22°C). 
V = объем элементарной ячейки. 
Z' = количество молекул лекарства на асимметрическую ячейку. 
Vm = V (объем элементарной ячейки)/Z (количество молекул лекарства на ячейку). 
sg = пространственная группа. 
dcalc = рассчитанная плотность кристалла. 

Сравнительные фармакологические характеристики 

Ниже приведен анализ фармакологических характеристик соединения, описанного в примере 1, и 
сравнение фармакологических характеристик соединения, описанного в примере 1, и соединений, рас-
крытых в WO 2005/021500 A1, WO 2008/014381 А1 и WO 2008/014360 А1. 

Связывание с мононуклеарными клетками периферической крови человека. 
См. также Yoshimura et al., J. Immunol., 145:292 (1990). Анализ связывания рецептора CCR-2 моно-

нуклеарных клеток периферической крови человека (hPBMC) выполняли с использованием в качестве 
меченого лиганда 125I-MCP-1 человека. hPBMC выделяли из Leukopak, полученного из крови человека 
(Biological Specialty Inc.), с использованием стандартного протокола с фиколл-гипаком (Mediatech 
CELLGRO). Выделенные hPBMC промывали и разбавляли буфером для связывания (RPMI-1640, 0,1% 
БСА (бычий сывороточный альбумин), 20 мМ HEPES (N-2-гидроксиэтилпиперазин-N'-2-
этансульфоновая кислота), рН 7,4) до концентрации 1×107 /мл. 125I-MCP-1 (NEN/Perkin Elmer) разбавляли 
в буфере для связывания до концентрации 0,45 нМ. Исследуемое соединение разбавляли в буфере для 
связывания до концентрации, в три раза превышающей концентрацию, используемую для анализа связы-
вания. Анализ связывания выполняли с использованием 96-луночного планшет-фильтра (Millipore). Об-
щее количество связанного 125I-MCP-1 оценивали следующим образом. В каждую реакционную смесь 
(конечный объем смеси составлял 150 мкл) добавляли 5×105 клеток, 0,15 нМ 125I-MCP-1 и соединение до 
конечной концентрации 0-100 нМ. Планшет инкубировали при комнатной температуре в течение 30 мин, 
затем три раза промывали буфером (RPMI-1640, 0,1% БСА, 0,4 М NaCl, 20 мМ HEPES, рН 7,4), исполь-
зуя для фильтрации вакуумный коллектор (Millipore). Затем планшет промывали и сушили на воздухе в 
течение 60 мин при комнатной температуре. Затем в каждую лунку добавляли 25 мкл Microscint 20. 
Планшет запечатывали и в течение 1 мин подсчитали радиоактивность на счетчике Trilux. Неспецифиче-
ское связывание определяли в присутствии 300 нМ немеченного MCP-1 (PeproTech Inc.). Специфическое 
связывание 125I-MCP-1 вычисляли как разницу между общим и неспецифическим связыванием. Все из-
мерения выполняли с двукратным повторением. Значение ИК50 определяли как концентрацию конкури-
рующего соединения, требуемую для уменьшения специфического связывания на 50%. 

Анализ связывания рецептора CCR-5 Т-клеток выполняли в соответствии с методикой, аналогичной 
методике для анализа связывания рецептора CCR-2 клеток hPBMC, за исключением того, что использо-
вали Т-клетки периферической крови человека в качестве источника рецепторов CCR-5 (см. ниже) и  
125I-MIP-1β (Amersham), в качестве меченого лиганда. 
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Выделение Т-клеток периферической крови человека. 
В недавно опубликованном исследовании показано, что уровень экспрессии рецепторов CCR-5 на 

Т-клетках у разных индивидуумов значительно отличается (Desmetz, С. et al., "The strength of the chemo-
tactic response to a CCR-5 binding chemokine is determined by the level of cell surface CCR-5 density",  
Immunology, 119(4):551-561 (2006)). Поэтому среди доноров крови предварительно отбирали индиви-
дуумов с высоким уровнем экспрессии рецептора CCR-5 на Т-клетках. Сначала из цельной крови выде-
ляли клетки hPBMC с использованием стандартного протокола с фиколл-гипаком. Для измерения уровня 
экспрессии CCR-5 Т-клетки окрашивали с использованием антитела против CCR-5 плюс антитела против 
CD4 или антитела против CD8 и затем проводили проточный цитометрический анализ. У доноров, в кро-
ви которых >5% Т-клеток периферической крови (CD4+ и CD8+) экспрессировали CCR-5, были взяты 
повторные пробы крови, из которых выделяли РВМС и затем Т-клетки, используя стандартную методику 
Е-розеткообразования, которая основана на уникальной способности Т-клеток связываться с эритроци-
тами (RBC) барана. 

CCR-2-хемотаксис. 
Анализ хемотаксиса, обусловленного рецептором CCR-2 человека, выполняли с использованием 

линии моноцитов человека ТНР-1. Сначала клетки ТНР-1 метили флуоресцентным красителем  
Calcein-AM в среде RPMI-1640 (рН 7,4), не содержащей феноловый красный и БСА, при 37°C в течение 
30 мин, осторожно перемешивая через каждые 15 мин. Полученные меченые клетки промывали и ресус-
пендировали до концентрации 1×105/мл в буфере для анализа хемотаксиса (не содержащая феноловый 
красный среда RPMI-1640, 0,1% БСА, рН 7,4). Исследуемое соединение разбавляли в буфере для анализа 
хемотаксиса до конечной концентрации в диапазоне от 0,01 нМ до 1 мкМ. Лиганд MCP-1 (PeproTech 
Inc.) разбавляли до концентрации 20 нМ в буфере для анализа хемотаксиса. Для выполнения анализа 
смешивали равные объемы исследуемого соединения из приготовленных разбавлений и меченых клеток 
ТНР-1 (смесь 1) и равные объемы исследуемого соединения из приготовленных разбавлений и разбав-
ленного лиганда MCP-1 (смесь 2). Обе смеси независимо инкубировали при 37°C в течение 10 мин и за-
тем осторожно перемешивали. MCP-1-индуцированный хемотаксис анализировали в планшете для ана-
лиза хемотаксиса (Becton Dickinson), для этого добавляли 50 мкл смеси 1 в верхнюю камеру лунки и  
225 мкл смеси 2 в нижнюю камеру лунки. Планшет закрывали крышкой и инкубировали при 37°C в те-
чение 30 мин. Через 30 мин планшет сканировали с помощью CYTOFLUOR. Все измерения выполняли 
с двукратным повторением. Для определения соотношения сигнал/фон в верхнюю камеру лунки добав-
ляли только меченые клетки ТНР-1 (50 мкл, 5×104/лунку), а в нижнюю камеру добавляли только лиганд 
MCP-1 (225 мкл, конечная концентрация 10 нМ). Определяли зависимость величины ингибирования от 
концентрации исследуемого соединения, где величину ингибирования выражали в процентах относи-
тельно MCP-1-контроля, не содержащего исследуемое соединение. Значение ИК50 определяли как кон-
центрацию исследуемого соединения, требуемую для 50%-ного ингибирования клеточного хемотаксиса. 

CCR-5-хемотаксис. 
Анализ хемотаксиса выполняли в соответствии с методикой, аналогичной методике, описанной 

выше, за исключением того, что использовали Т-клетки периферической крови в качестве клеток, экс-
прессирующих CCR-5, и MIP-1β в качестве лиганда (50 нМ, PeproTech Inc.). 

Поток через hERG-канал. 
Клетки HEK-293, стабильно экспрессирующие hERG-каналы, выращивали в инкубаторе (37°C, 5% 

СО2) в модифицированной по способу Дульбекко среде Игла, содержащей в качестве добавок 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (Sigma), заменимые аминокислоты, L-глутамин (2 мМ) и G418  
(500 мкг/мл). Для извлечения клеток из колбы использовали буфер для диссоциации клеток, полученные 
клетки засевали в темные прозрачные 384-луночные планшеты CORNING, покрытые поли-D-лизином, 
по 2×104 клеток на лунку (20 мкл) в 10% сывороточную среду и инкубировали при 37°C в атмосфере СО2 
(5%) до образования монослоя клеток (15-24 ч). 

Готовили исходный 2 мМ раствор красителя ВТС-АМ (Molecular Probes, Eugene, OR) в 100% 
ДМСО, в день анализа данный раствор смешивали в соотношении 1:1 с 10% (мас./об.) раствором плюро-
ника (Pluronic F-127, pluronic acid) в ДМСО. Затем краситель разбавляли во внешнем буфере ЕР для 
анализа hERG (140 мМ NaCl, 4,0 мМ KCl, 1,8 мМ CaCl2, 1,0 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES, рН 7,3 и 10 мМ 
глюкоза; все компоненты буфера получены от Sigma Chemical). Данную смесь (30 мкл), содержащую 
краситель ВТС, добавляли к клеткам (конечная концентрация красителя: 2,5 мкМ). Клетки инкубировали 
при 21°C в течение 45 мин. 

Исследуемое соединение разбавляли в 60 мкл ДМСО до концентрации 10 мМ. Затем данный исход-
ный раствор соединения последовательно разбавляли с помощью ДМСО в соотношении 1:2, используя 
для этого колонки 1-10 и 11-20 384-луночного планшета. С помощью системы Velocity 11 BioCel в 
планшеты для анализа вносили пробы объемом 2,5 мкл из планшета, содержащего последовательные 
разбавления соединения в ДМСО. Перед сканированием на FLIPR (флуориметрическом планшетном 
анализаторе) в планшеты добавляли водную среду (48 мкл буфера ЕР) и оставляли на 30-45 мин. Разве-
денное в водном буфере соединение (10 мкл) добавляли к клеткам, нагруженным красителем, таким об-
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разом, получали десять проб с концентрацией соединения в диапазоне от 80 мкМ до 0,156 нМ; каждую 
пробу повторяли на трех планшетах. Конечная концентрация ДМСО в пробах составляла 1%. Пробы для 
данных планшетов готовили и разбавляли с помощью манипулятора для жидкостей CyBio. 

Клетки, нагруженные красителем, анализировали на флуориметре FLIPR 384 (Molecular Devices, 
Sunnyvale, СА), в котором для возбуждения флуоресценции красителя используется аргоновый лазер 
(488 нм). Эмиссию фильтровали с помощью фильтра с полосой пропускания 540±30 нм. Открытие 
hERG-каналов стимулировали путем добавления буфера ЕР (20 мкл/лунку), содержащего 66 мМ K2SO4 и 
1,3 мМ TI2SO4 (Sigma/Aldrich). Данные с каждого планшета регистрировали каждую секунду в течение 
первых 12 с и затем добавляли Tl+-содержащий стимулирующий буфер. Данные продолжали регистри-
ровать каждую секунду в течение следующих 48 с, а затем каждые 3 с в течение 2 мин. 

Динамический интервал анализа определяли, используя лунки с негативным контролем и лунки с 
позитивным контролем. В анализируемом планшете лунки с позитивным контролем (колонки 21 и 22) 
определяли максимальную активацию hERG-канала (отсутствовало тестируемое соединение), а лунки с 
негативным контролем (колонки 23 и 24) определяли 100%-ное ингибирование. Лунки с негативным 
контролем содержали стандартный ингибитор hERG, дофетилид (Ficker et al., 1998) или Е-4031, в кон-
центрации 400 нМ. Исходные данные для каждой пробы сначала корректировали по соотношению клет-
ка/сигнал, негативному контролю (фону) и затем нормализовали по позитивному контролю (максималь-
ной активации), используя онлайн-версию программного обеспечения для FLIPR. Затем строили кри-
вые зависимости hERG Tl+-потока от концентрации исследуемого соединения методом подгонки с по-
мощью программы Excel Fit (ID Business Solutions Limited, Surrey, UK), используя логистическое уравне-
ние Y=A+((B-A)/1+((C/X)^D))) для маносайтовой модели связывания, где А=максимальное ингибирова-
ние. Данные, полученные для исследуемого соединения, анализировали путем вычисления максималь-
ной амплитуды изменения флуоресценции, обусловленного Tl+-потоком, при заданных условиях. Актив-
ность соединения (значения ИК50) вычисляли как среднее значение, полученное на основе данных анали-
за трех лунок. 

Анализ связывания натриевого канала по сайту 2. 
См. также Catterall, W.A. et al. J. Biol. Chem., 256:8922 (1981). Стандартный буфер для связывания 

содержал 50 мМ HEPES, 50 мМ Трис-HCl, рН 7,4, 130 мМ хлорид холина, 5,4 мМ KCl, 0,8 мМ MgCl2,  
5,5 мМ глюкозу, 40 нг/мл LqT. Реакцию связывания инициировали путем добавления к реакционной 
смеси, содержащей 5 нМ [3Н]-батрахотоксин в стандартном буфере для связывания и исследуемое со-
единение в заданной концентрации, синаптосом (полученных из головного мозга крыс Wistar). Затем 
пробы перемешивали и инкубировали при 37°C в течение 60 мин. Реакцию останавливали путем добав-
ления охлажденного до 0°C буфера для промывания, содержащего 50 мМ HEPES, 50 мМ Трис-HCl, рН 
7,4, 1,8 мМ CaCl2, 0,8 мМ MgCl2 и бычий сывороточный альбумин (1 мг/мл). Затем синаптосомы сразу 
собирали на стекловолоконные фильтры и 3 раза промывали буфером для промывания. Радиоактивность 
задержанного на фильтрах [3Н]-батрахотоксина измеряли с использованием жидкостных сцинтилляци-
онных спектрометров. 

Параллельный анализ проницаемости через искусственную мембрану. 
Параллельный анализ проницаемости через искусственную мембрану (РАМРА) выполняли с ис-

пользованием специально приготовленной комбинации липидов на основе лецитина, называемой липи-
дом желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). Данный ЖКТ-липид используют для формирования мембраны 
в сэндвич-планшете, конструкция которого аналогична конструкции планшета, используемого для Caco-
2-анализа. Исследования с использованием известных стандартных соединений с пассивным всасывани-
ем в организме человека показали, что ЖКТ-липид по своему составу и характеристикам очень похож на 
in vivo-мембраны. РАМРА широко используется в качестве in vitro модели для скрининга проницаемости 
разрабатываемых соединений. Скорость прохождения соединений через РАМРА-мембрану используют 
для определения коэффициента проницаемости (Pc), который относится к пассивной проницаемости со-
единения in vivo. 

Коэффициент проницаемости (Pc) соединения определяли в рН-зависимых условиях при апикаль-
ном и базолатеральном рН, равным 7,4. Все эксперименты выполняли с тройным повторением. 

Исходный раствор исследуемого соединения (10 мМ, в 100% ДМСО) разбавляли в соотношении 
1:100 буфером для донорных лунок (рН 7,4, pION кат. № 110151) с получением 100 мкМ раствора в 1% 
ДМСО, который использовали для дальнейшего анализа. Раствор соединения в буфере для донорных 
лунок переносили в планшет Whatman UNIFILTER, фильтровали и затем 200 мкл соединения вносили 
в донорную лунку планшета для анализа (pION кат. № 110163). РАМРА-мембрану формировали путем 
нанесения пипеткой 4 мкл раствора липида (pION кат. № 110169) на фильтр-планшет (VWR  
кат. № 13503). Затем мембрану покрывали буфером для акцепторных лунок (200 мкл, рН 7,4, pION  
кат. № 110139). Донорную и акцепторную половины планшета для РАМРА-анализа объединяли и инку-
бировали при комнатной температуре в течение 4 ч. Затем данный планшет разбирали и пробы перено-
сили в спектрофотометрические планшеты (VWR кат. № 655801) (150 мкл/лунку). Донорные, акцептор-
ные, эталонные и контрольные планшеты считывали на планшет-ридере SPECTRAMAX UV. Данные 
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автоматически вводились в программу pION, с помощью которой анализировали спектры и вычисляли 
значения Pc. 

Пэтч-кламп hERG-канала. 
Для прямого измерения тока через hERG-каналы клеток HEK-293, стабильно экспрессирующих 

клонированную α-субъединицу калиевого канала hERG, использовали метод фиксации потенциала в 
конфигурации "целая клетка" (whole-cell patch-clamp). Соединение анализировали в водном буфере (рН 
7,4) при комнатной температуре. Прикладывали циклические тестовые импульсы с частотой 0,05 Гц, в 
которых за 2 с напряжение изменялось от -80 мВ (исходный потенциал) до 20 мВ, и после тестовых им-
пульсов генерировали хвостовые токи путем ступенчатого понижения напряжения до -65 мВ. Эффекты 
соединений рассчитывали, измеряя ингибирование пикового значения хвостового тока. 

Пэтч-кламп натриевого канала. 
Для прямого измерения тока, обусловленного поступлением ионов натрия внутрь клеток HEK-293, 

экспрессирующих ген SCN5A, кодирующий натриевый канал сердечной мышцы человека, использовали 
метод фиксации потенциала в конфигурации "целая клетка". Соединение тестировали в водном буфере, 
не содержащем белка. Для определения равновесного ингибирования каждые 5 с генерировали ток через 
натриевые каналы, используя следующий протокол изменения напряжения: клетки выдерживали при 
напряжении -90 мВ и затем в течение 60 мс напряжение ступенчато повышали до -20 мВ. Эффекты рас-
считывали, измеряя ингибирование пикового значения тока во время тестового импульса, напряжение 
которого соответствовало -20 мВ. Скорость ингибирования оценивали путем стимуляции импульсами с 
частотой 1 и 4 Гц. 

Фармакокинетика одноразовой дозы у крыс. 
Для фармакокинетического анализа использовали самцов крыс Sprague-Dawley массой 250-300 г. 

Крысам не давали корм в течение ночи перед пероральным (PO) введением дозы и предоставляли доступ 
к корму через 4 ч после введения дозы. Из яремной вены отбирали пробы крови (~0,3 мл) в пробирки, 
содержащие K2 ЭДТА, и путем центрифугирования при 4°C (1500-2000×g) получали образцы плазмы. В 
исследовании биодоступности при пероральном введении 2 группы животных (N=2-3 в группе) получали 
тестируемое соединение либо путем внутривенной (в/в) инфузии в яремную вену в течение 10 мин, либо 
с помощью зонда, введенного через рот. Через 0,17 (только для в/в введения), 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 4, 6, 8 и 
24 ч после введения дозы отбирали пробы крови. Образцы плазмы, полученные путем центрифугирова-
ния при 4°C (1500-2000×g), хранили при -20°C до проведения ЖХ-МС/МС-анализа. 

Фармакокинетика одноразовой дозы у обезьян. 
Для фармакокинетического анализа исследуемых соединений использовали самцов яванской мака-

ки в перекрестном исследовании. Обезьянам не давали корм в течение ночи перед пероральным (РО) 
введением дозы и предоставляли доступ к корму через 4 ч после введения дозы. Группа из 1-3 животных 
(3-5 кг) получала исследуемое соединение либо путем внутривенной (в/в) инфузии в бедренную вену в 
течение 10 мин, либо с помощью зонда, введенного через рот, каждому следующему анализу предшест-
вовал однонедельный период выведения. Через 0,17 (только для в/в введения), 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 4, 6, 8 
и 24 ч после введения дозы из бедренной артерии отбирали пробы крови (~0,3 мл) и путем центрифуги-
рования при 4°C (1500-2000×g) получали образцы плазмы. Образцы плазму хранили при -20°C до прове-
дения ЖХ-МС/МС-анализа. 

Анализ результатов фармакокинетических исследований. 
Фармакокинетические характеристики соединений получали с использованием некомпартментного 

анализа зависимости концентрации в плазме от времени (программа KINETICA, Версия 4.2, InnaPhase 
Corporation, Philadelphia, PA). Пиковую концентрацию (Cmax) и время, соответствующее Cmax, регистри-
ровали непосредственно в ходе экспериментальных наблюдений. Вычисляли площадь под кривой в диа-
пазоне от начала отсчета до времени отбора последней пробы (AUC(0-Т)), используя комбинацию ли-
нейного и log (логарифмического) трапецеидального суммирования. Полный клиренс плазмы (CLTp), 
равновесный объем распределения (Vss), кажущийся период полувыведения (T1/2) и среднее время 
удержания (MRT) определяли после в/в введения. Определение T1/2 проводили с использованием мини-
мум 3 временных точек с количественно измеримыми концентрациями. Абсолютную пероральную био-
доступность (F) определяли как отношение нормализованных по дозе значений AUC для пероральной и 
внутривенной доз. 

CCR-2-опосредованная мобилизация кальция. 
Анализ опосредованного рецептором CCR-2 человека потока кальция в клетку проводили с исполь-

зованием клеточной линии моноцитов человека ТНР-1. Сначала клетки ТНР-1 нагружали флуорофором, 
для этого клетки ресуспендировали в PBS (фосфатно-солевом буфере), забуференном глюкозой и HEPES 
(рН 7,4), содержащем Fluo-3 (4 мкМ, Molecular Probes) и пробенецид (1,25 мМ), и затем инкубировали в 
течение 60 мин при 37°C. Затем клетки один раз промывали для удаления избытка Fluo-3, ресуспендиро-
вали в буфере для промывания (содержащем среду RPMI без фенолового красного) с пробенецидом  
(1,25 мМ) и по 2×105 клеток вносили в лунки 96-луночного планшета. Планшет помещали в анализатор 
FLIPR-1 (Molecular Devices), оснащенный аргон-ионным лазером для возбуждения в клетках флуорес-
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ценции и роботом, с помощью которого добавляли исследуемые соединения и человеческий MCP-1 в 
процессе мониторинга изменения флуоресценции. В лунки добавляли растворы исследуемого соедине-
ния с концентрацией соединения в диапазоне от 0 до 100 нМ или чистый буфер, планшеты центрифуги-
ровали и инкубировали в течение 10 мин. Затем добавляли рекомбинантный человеческий MCP-1 
(PeproTech Inc.) до конечной концентрации, равной 10 нМ. Осуществляли мониторинг изменения флуо-
ресценции и автоматически вычисляли пиковое отклонение от исходного уровня. Все измерения выпол-
няли с двукратным повторением. Определяли зависимость величины ингибирования от концентрации 
исследуемого соединения, где величину ингибирования выражали в процентах относительно MCP-1-
контроля, не содержащего исследуемое соединение. 

CCR-5-опосредованная мобилизация кальция. 
Анализ мобилизации кальция выполняли в соответствии с методикой, аналогичной описанной вы-

ше методике анализа CCR-2-опосредованной мобилизации кальция, за исключением того, что использо-
вали MIP-1β (50 нМ), в качестве лиганда и линию клеток HT1080/CCR-5, у которых экспрессия эндоген-
ного CCR-5 увеличена путем использования технологии случайной активации экспрессии гена (RAGE). 

CCR-2-опосредованный обмен GTP-γS. 
MCP-1-зависимое связывание [35S]-GTP-γS с рецептором CCR-2 определяли с использованием мем-

бран, полученных из клеток человека линии HT1080, у которых экспрессия эндогенного CCR-2 увеличе-
на путем RAGE (Athersys). Каждая реакционная смесь (200 мкл) содержала 20 мМ Na-HEPES, 10 мМ 
MgCl2, 50 мМ NaCl, 0,1% БСА (Sigma), 1% ДМСО и 10 мМ GTP (рН 7,4). Значение ЕС50 для MCP-1-
зависимого связывания [35S]-GTP-γS определяли путем изменения концентрации MCP-1 в диапазоне от  
1 пМ до 1 мкМ. Реакционные смеси инкубировали в течение 90 мин при комнатной температуре и ком-
плексы [35S]-GTP-γS/Gαi собирали на 96-луночном фильтр-планшете Millipore MAFC. Ингибирование 
исследуемыми соединениями MCP-1-зависимого связывания [35S]-GTP-γS с CCR-2-мембранами опреде-
ляли в одинаковых условиях при концентрации MCP-1, равной 1 нМ. Данные анализировали с использо-
ванием программы ligand binding из пакета программ Graphpad Prism 4. 

CCR-5-опосредованный обмен GTP-γS. 
Анализ обмена GTP-γS выполняли в соответствии с методикой, аналогичной описанной выше ме-

тодике анализа CCR-2-опосредованного обмена GTP-γS, за исключением того, что использовали  
MIP-1α/LD78β, в качестве лиганда и линию клеток CCR-5/HT1080. Использование MIP-1α/LD78β в ка-
честве лиганда рецептора CCR-5 вызвано тем, что данный лиганд обеспечивает большее соотношение 
сигнал/фон, чем MIP-1β. 

CCR-2-опосредованноеповышение уровня экспрессии интегрина (CD11b) в цельной крови. 
Анализ CCR-2-опосредованного повышения уровня экспрессии CD11b проводили с использовани-

ем цельной крови человека. Цельную кровь (100 мкл) предварительно инкубировали с различными кон-
центрациями соединения, описанного в примере 1, при 37°C в течение 10 мин. Затем в каждую реакци-
онную смесь, за исключением нестимулированного контроля, добавляли рекомбинантный человеческий 
MCP-1 (10 мкл из 100 нМ раствора) до конечной концентрации 10 нМ. Данные реакционные смеси инку-
бировали в течение 30 мин при 37°C. После инкубации добавляли 1 мл охлажденного до 0°C буфера для 
FACS (PBS с 10% FBS), пробы центрифугировали при 1500 об/мин в течение 5 мин и ресуспендировали 
в 50 мкл FACS-буфера. Затем клетки инкубировали на льду в темноте в течение 20 мин с 20 мкл раствора 
антител против CD14-FITC и против CD11b-PE и затем в каждую реакционную смесь добавляли 1 мл 
1xFACS-лизирующего раствора (Becton Dickinson). Затем данные пробы инкубировали на льду в темноте 
в течение 30 мин. После фиксации и лизиса эритроцитов отставшие клетки центрифугировали и ресус-
пендировали в 200 мкл FACS-лизирующего раствора. Данные пробы анализировали методом проточной 
цитометрии (проточный цитометр FACSCalibur) в течение 1 ч после окрашивания. Сбор данных и их 
анализ проводили с использованием программы CellQuestPro. Для анализа популяции моноцитов 
CD14high CD11b+ использовали стратегию последовательного гейтирования. В процессе цитометрии 
CD11b-клетки определяли как объекты, имеющие среднюю интенсивность флуоресценции (MFI). 

CCR-5-опосредованное повышение уровня экспрессии CD11b в цельной крови. 
Анализ цельной крови выполняли в соответствии с методикой, аналогичной описанной выше мето-

дике анализа CCR-2-опосредованного повышения уровня экспрессии CD11b, за исключением того, что в 
качестве лиганда использовали MIP-1β (50 нМ). 

Ниже приведены результаты сравнения соединений (см. WO 2008/014381 A1, WO 2008/014360 A1 и 
WO 2008/014361 A1). В результате сравнения найдена неожиданная комбинация равномощной двойной 
ингибирующей активности в отношении рецепторов CCR-2 и CCR-5 и желательных фармакологических 
характеристик. 
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Таблица 2 
Сравнительные данные, полученные in vitro 
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Таблица 3 
Дополнительные сравнительные данные, полученные in vitro 

 

 
Таблица 4 

Дополнительные сравнительные данные, полученные in vitro 
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Таблица 5 

 
Таблица 6 

Сравнительные in vivo фармакокинетические данные,  
полученные на крысе 
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Таблица 7 
Сравнительные in vivo фармакокинетические данные,  

полученные на обезьяне 

 

 
Неожиданно было найдено, что соединение, описанное в примере 1 настоящего изобретения, не об-

ладает преимущественной ингибирующей активностью в отношении рецептора CCR-2 или CCR-5, а яв-
ляется равномощным двойным антагонистом, согласно данным анализа связывания с рецепторами  
CCR-2 и CCR-5, и имеет благоприятные фармакологические характеристики. См. данные, представлен-
ные в табл. 2-5. Например, в табл. 5 представлены данные, свидетельствующие о том, что соединение, 
описанное в примере 1, обладает равномощной ингибирующей активностью в отношении рецепторов 
CCR-2 и CCR-5, тогда как соединения, описанные в примерах 1 WO 2008/014381 и WO 2008/014360, об-
ладают ингибирующей активностью преимущественно в отношении CCR-2. 

Полезность 

С использованием экспериментальных подходов, известных специалистам в данной области техни-
ки, показано, что соединения, описанные в примерах, являются модуляторами активности хемокиновых 
рецепторов. В данном разделе описаны такие экспериментальные подходы и указаны ссылки на соответ-
ствующую литературу. Дополнительные экспериментальные подходы описаны выше в разделе "Сравни-
тельные фармакологические характеристики". Результаты данных исследований показывают, что соеди-
нения, описанные в примерах, обладают антагонистической активностью в отношении функции MCP-1, 
поэтому можно ожидать, что данные соединения могут быть использованы для лечения заболеваний че-
ловека, ассоциированных с хемокинами и их рецепторами. В качестве критерия активности в данных 
исследованиях использовано значение ИК50, соединение считается активным, если данное значение  
≤30 мкМ, конкретное значение ИК50 зависит от условий конкретного анализа. 

Антагонистическая активность в отношении MCP-1-индуцированного притока кальция (Sullivan et 
al., Methods Mol. Biol., 114:125-133 (1999)). 

Согласно результатам анализа, представленного в данном описании, по меньшей мере одно из со-
единений, описанных в примерах, обладает антагонистической активностью в отношении  
MCP-1-индуцированного притока кальция. 

Мобилизацию кальция измеряли с использованием флуоресцентного Са2+-индикаторного красителя 
Fluo-3. Клетки (8×105 клеток/мл) инкубировали в течение 60 мин при 37°C в фосфатно-солевом буфере, 
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содержащем 0,1% бычьего сывороточного альбумина, 20 мМ буфер HEPES, 5 мМ глюкозу, 1% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, 4 мкМ Fluo-3 AM и 2,5 мМ пробенецид. Для анализа притока кальция мо-
гут быть использованы моноциты человека, выделенные в соответствии с методикой, описанной в 
Weiner et al., J. Immunol. Methods, 36:89-97 (1980), или клеточные линии, экспрессирующие эндогенный 
рецептор CCR-2, такие как THP-1 и MonoMac-6. Затем клетки промывали три раза фосфатно-солевым 
буфером, содержащим 0,1% бычьего сывороточного альбумина, 20 мМ HEPES, 5 мМ глюкозу и 2,5 мМ 
пробенецид. Клетки ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере, содержащем 0,5% бычьего сыворо-
точного альбумина, 20 мМ HEPES и 2,5 мМ пробенецид, до конечной концентрации 2-4×106 клеток/мл. 
Клетки высевали в 96-луночные микропланшеты с черными стенками (100 мкл/лунку) и данные планше-
ты центрифугировали при 200×g в течение 5 мин. В лунки добавляли соединение в различных концен-
трациях (50 мкл/лунку) и через 5 мин добавляли MCP-1 (50 мкл/лунку) до конечной концентрации  
10 нМ. Для регистрации мобилизации кальция использовали флуориметрический планшетный анализа-
тор. В клеточном монослое возбуждали флуоресценцию с использованием аргонового лазера (488 нМ) и 
в течение 3 мин измеряли ассоциированную с клетками флуоресценцию (с интервалом 1 с в течение пер-
вых 90 с и с интервалом 10 с в течение следующих 90 с). Данные получали в условных единицах флуо-
ресценции и изменение флуоресценции в каждой лунке определяли как разницу максимальной и мини-
мальной флуоресценции. Ингибирование, вызываемое соединением, вычисляли относительно флуорес-
ценции в лунках, содержащих только MCP-1. 

Рецепторы хемокинов млекопитающих являются мишенью для подавления или стимулирования 
функции иммунных клеток у млекопитающих, например у человека. Соединения, которые ингибируют 
или стимулируют функцию хемокиновых рецепторов могут быть использованы, в частности, для моду-
лирования функции иммунных клеток с терапевтической целью. Соответственно, настоящее изобретение 
относится к соединениям, которые можно применять для предупреждения и/или лечения различных вос-
палительных, инфекционных и иммунорегуляторных расстройств и заболеваний, включая астму и аллер-
гические заболевания, инфекции, вызванные патогенными микроорганизмами (которые, по определе-
нию, включают вирусные инфекции), а также аутоиммунные патологии, такие как ревматоидный артрит 
и атеросклероз. 

Например, соединение согласно настоящему изобретению, которое ингибирует одну или более чем 
одну функцию хемокинового рецептора млекопитающих (например, хемокинового рецептора человека), 
может быть введено с целью ингибирования (т.е. ослабления или предупреждения) воспалительного или 
инфекционного заболевания. В результате происходит ингибирование одного или более чем одного вос-
палительного процесса, такого как эмиграция лейкоцитов, адгезия, хемотаксис, экзоцитоз (например, 
ферментов, гистамина) или высвобождение медиатора воспаления. 

Аналогично соединение согласно настоящему изобретению, которое стимулирует одну или более 
чем одну функцию хемокинового рецептора млекопитающих (например, хемокинового рецептора чело-
века), может быть введено с целью стимуляции (индицирования или усиления) иммунной или воспали-
тельной реакции, такой как эмиграция лейкоцитов, адгезия, хемотаксис, экзоцитоз (например, фермен-
тов, гистамина) или высвобождение медиаторов воспаления, приводящей к стимуляции воспалительных 
процессов, имеющих положительный эффект. Например, эозинофилы могут быть рекрутированы на 
борьбу с паразитарными заболеваниями. Кроме того, можно рассматривать возможность лечения выше-
упомянутых воспалительных, аллергических и аутоиммунных заболеваний с использованием соединения 
согласно настоящему изобретению, которое стимулирует одну или более чем одну функцию хемокино-
вого рецептора млекопитающих, если предположить возможность доставки такого соединения в количе-
стве, достаточном для того, чтобы вызвать уменьшение экспрессии рецептора на клетках путем индук-
ции интернализации хемокиновых рецепторов, или возможность доставки соединения способом, кото-
рый приводит к неправильной миграции клеток. 

Кроме приматов, таких как человек, способ согласно настоящему изобретению можно применять 
для лечения других млекопитающих. Например, млекопитающие, для лечения которых можно приме-
нять способ согласно настоящему изобретению, включают, без ограничения, коров, овец, коз, лошадей, 
собак, кошек, морских свинок, крыс или других представителей видов крупного рогатого скота, баранов, 
лошадиных, собачьих, кошачьих, грызунов или мышиных. Однако данный способ также можно приме-
нять для лечения других видов, например видов птиц. Субъектом лечения в описанных выше способах 
является млекопитающее, особь мужского или женского пола, на состояние здоровья которого модуля-
ция активности хемокиновых рецепторов может оказать благоприятное действие. Термин "модуляция" в 
контексте данного описания включает антагонизм, агонизм, частичный антагонизм и/или частичный аго-
низм. 

Функциональный анализ с использованием флуориметрического планшетного анализатора 
(FLIPR). 

В 384-луночные планшеты (черные с прозрачным дном, BIOCOAT PDL, Beckton Dickinson) высе-
вали клетки HT1080 (клон 3559.1.6) (10000 клеток/лунку, 30 мкл) и затем добавляли флуоресцентный 
краситель Fluo-4 AM (30 мкл/лунку), приготовленный путем растворения 1 мг Fluo-4 AM в 440 мкл 
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ДМСО и разбавления 100 мкл раствора плюроника с последующим разбавлением 10 мл буфера Хэнкса. 
Клетки инкубировали при 37°C в атмосфере 5% СО2 в течение 30 мин, затем три раза промывали и сус-
пендировали в буфере для анализа (20 мМ HEPES, 1,2 мМ CaCl2, 5 мМ MgCl2, 2,5 мМ пробенецид, 0,5% 
БСА, 1× буфер Хэнкса). Исследуемое соединение последовательно разбавляли в ДМСО и дополнительно 
разбавляли в соотношении 1:10 буфером для анализа перед добавлением к клеткам (10 мкл/лунку). Для 
регистрации индукции потока (т.е. агонистической активности) планшеты сканировали с использовани-
ем FLIPR в течение 10-70 с. Затем к клеткам добавляли еще одну порцию раствора агониста  
(30 мкл/лунку), полученного путем разбавления 30 мкл 100 мкМ MIP-1β в 100 мл буфера для анализа 
(согласно данному протоколу конечная концентрация MIP-1β составляла 5 нМ), и планшеты сканирова-
ли в течение 1 мин с использованием FLIPR. Антагонистическую активность исследуемого соединения 
определяли относительно 0,4% раствора ДМСО в буфере в качестве негативного контроля. 

In vivo анализ и эффективность 

Далее описан in vivo анализ N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-
а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида (также называемого "со-
единение, описанное в примере 1"). 

Модель 48-часового тиогликоллат (TG)-индуцированного перитонита у мышей hCCR-2 KI. 
Методики. 
Мышам hCCR-2 KI (C57BL/6-SVJ129) путем интраперитонеальной инъекции вводили 1 мл тиогли-

коллата (TG) (Hardy Diagnostics). В каждом исследовании использовали группы, состоящие из восьми 
самцов мышей. Соединение, описанное в примере 1, вводили перорально за 1 ч до TG-инъекции. В каче-
стве носителя использовали 0,01н. раствор HCl в воде. Через 48 ч после TG-инъекции проводили перито-
неальный лаваж путем инъекции в брюшинную полость 5 мл PBS/10 мМ ЭДТА/10% БСА. 

В исследовании с использованием модели 48-часового TG-индуцированного перитонита соедине-
ние, описанное в примере 1, вводили дважды в сутки, причем первую дозу вводили за 1 ч до  
TG-инъекции. В клеточном изоляте с помощью счетчика клеток определяли общее количество перитоне-
альных клеток. Для определения лейкоцитарной формулы клетки разделяли с использованием цитоцен-
трифуги. Полученные клетки в течение 3 мин окрашивали красителем Райта-Гимзы (Sigma-Aldrich) и 
затем в течение 5 мин промывали деионизированной водой. Лейкоцитарную формулу определяли исходя 
из общего количества клеток в пробе, равного 200. Кроме того, для определения концентрации лекарства 
в конце каждого исследования из ретроорбитального синуса отбирали кровь в раствор ЭДТА. 

Для проведения проточного цитометрического анализа клетки перитонеального экссудата (1×106) 
один раз промывали FACS-буфером (PBS/0,5% БСА) и ресуспендировали в FACS-буфере. Клетки инку-
бировали на льду в течение 15 мин с Fc-блокирующем антителом (BD Pharmingen) и затем добавляли 
следующие антитела (BD Pharmingen): РЕ-конъюгированное антитело против F4/80, FITC-
конъюгированное антитело против Ly6C и Alexa647-конъюгированное антитело против hCCR-2. После 
выдерживания на льду в течение 45 мин клетки фиксировали в течение 15 мин на льду с использованием 
BD CYTOFIX, дважды промывали FACS-буфером и ресуспендировали в 200 мкл FACS-буфера.  
В каждой пробе регистрировали общее количество клеток (40000) и полученные данные анализировали с 
помощью программы FloJo (TreeStar). Гейтирование по прямому и боковому светорассеянию  
(FSC/SSC-gate) устанавливали таким образом, чтобы включить в анализ все моноциты (низкие SSC, вы-
сокие FSC) и в то же время исключить из анализа гранулоциты. Затем в гейтированной популяции анали-
зировали экспрессию Ly6C (FITC), F4/80 (РЕ). Количество перитонеальных моноцитов/макрофагов оп-
ределяли путем умножения общего количества перитонеальных клеток, подсчитанных с помощью счет-
чика клеток, на долю моноцитов/макрофагов, идентифицированных как Р4/80+-клетки по данным про-
точной цитометрии. Статистическую достоверность отличия средних значений анализировали с исполь-
зованием двустороннего парного критерия с уровнем значимости (р-значением) ниже 0,05. 

Результаты. 
Для определения эффективной концентрации ЕС50 соединения, описанного в примере 1, в ингиби-

ровании инфильтрации моноцитов/макрофагов использовали модель TG-индуцированного перитонита у 
мышей hCCR-2 KI. Мышам вводили тиогликоллат и два раза в сутки вводили пероральную дозу соеди-
нения, описанного в примере 1, равную 10, 50 или 160 мг/кг. Через 48 ч после TG-обработки получали 
перитонеальный лаваж, который использовали для анализа клеточного инфильтрата с помощью проточ-
ной цитометрии. 

Наблюдали дозозависимое ингибирование инфильтрации моноцитов/макрофагов (фиг. 4). Дозы 10, 
50 и 160 мг/кг вызывали ингибирование 25, 54 и 63% соответственно. Исходя из результатов четырех 
независимых исследований с использованием многократных доз максимальное ингибирование составля-
ло ~70%, а среднее значение ЕС50 для ингибирования инфильтрации моноцитов/макрофагов составляло 
4,9 нМ, данное значение хорошо коррелирует со значением ИК50 (5,8±2,3 нМ), полученным в in vitro ана-
лизе ингибирования связывания мышиного 125I-MCP-1 с CCR-2-экспрессирующими клетками человека 
(hPBMC) соединением, описанным в примере 1. 
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Чтобы оценить in vivo степень занятости рецепторов соединением, описанным в примере 1, в моде-
ли 48-часового тиогликоллат-индуцированного перитонита у мышей hCCR-2 KI измеряли уровень со-
единения, описанного в примере 1, и мышиного MCP-1 в плазме крови. Ограниченность такого подхода 
состоит в том, что принимается в расчет только CCR-2 и его основной лиганд MCP-1. Занятость рецеп-
торов лигандом в присутствии конкурентного ингибитора в этом случае описывается уравнением  
Gaddum: 

 
Так как соединение, описанное в примере 1, является конкурентным ингибитором связывания  

MCP-1 с рецептором CCR-2, количество комплекса мышиного MCP-1 с рецептором CCR-2 и количество 
комплекса соединения, описанного в примере 1, с рецептором CCR-2 можно определить, используя сы-
вороточные уровни содержания мышиного MCP-1 и не связанного с белком соединения, описанного в 
примере 1, в плазме. Значение Kd, характеризующее связывание мышиного MCP-1 с hCCR-2, равно 
0,91±0,08 нМ (n=8), это значение определяли путем анализа конкурентного связывания с использованием 
нерадиоактивного лиганда и 125I-MCP-1 человека. Среднее значение Ki, характеризующее связывание 
соединения, описанного в примере 1, с hCCR-2, равно 2,0 нМ. Фракция комплексов мышиного MCP-1 с 
рецептором CCR-2 описывается уравнением, приведенным выше. Уравнение для определения фракции 
комплексов соединения, описанного в примере 1, с рецептором CCR-2 выглядит следующим образом: 

 
И, наконец, концентрацию свободного рецептора CCR-2 определяли из уравнения 

[CCR-2]общ = [CCR-2]свободн + [мышиный MCP-1/CCR-2] + [соединение, описанное в примере 1/CCR-2]. 
Как показано в табл. 8, процент ингибирования инфильтрации моноцитов/макрофагов в брюшину 

через 48 ч коррелирует с процентным содержанием комплексов соединения, описанного в примере 1, с 
рецептором CCR-2. 

Таблица 8 
Определение in vivo степени занятости рецепторов соединением,  

описанным в примере 1, в крови мышей hCCR-2 KI в модели  
48-часового TG-перитонита 

 
аДоза взята из другого исследования, чем все остальные дозы в данной таблице, и 
приведена для иллюстрации максимального ингибирования. Эта доза обеспечивает 
концентрацию свободного соединения в плазме, превышающую в 1,9 раз ИК90 связы-
вания с hCCR-2 KI. 

В совокупности, данные результаты ясно демонстрируют, что соединение, описанное в примере 1, 
является мощным блокатором инфильтрации моноцитов/макрофагов, характеризующимся значением 
ЕС50~4,9 нМ. Максимальное ингибирование инфильтрации моноцитов/макрофагов может быть достиг-
нуто при 98,5% занятости рецепторов CCR-2 соединением, описанным в примере 1. Примечательно, что 
данные исследования демонстрируют похожее уменьшение (~70-80%) инфильтрации моноци-
тов/макрофагов в CCR-2-дефицитных мышах. 

Заболевания или патологические состояния человека или представителей других видов, которые 
можно лечить с использованием ингибиторов функции хемокиновых рецепторов, включают воспали-
тельные или аллергические заболевания и состояния, в том числе респираторные аллергические заболе-
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вания, такие как астма, аллергический ринит, гиперсенситивные заболевания легкого, гиперсенситивный 
пневмонит, эозинофильный целлюлит (например, синдром Уэлса), эозинофильные пневмонии (напри-
мер, синдром Леффлера, хроническая эозинофильная пневмония), эозинофильный фасциит (например, 
синдром Шульмана), гиперчувствительность замедленного типа, интерстициальные заболевания легкого 
(ILD) (например, идиопатический легочный фиброз или ILD, ассоциированные с ревматоидным артри-
том, системной эритематозной волчанкой, анкилозирующим спондилоартритом, системным склерозом, 
синдромом Шегрена, полимиозитом или дерматомиозитом); системную анафилаксию или реакции ги-
перчувствительности, лекарственные аллергии (например, к пенициллину, цефалоспоринам), синдром 
эозинофилии-миалгии вследствие приема препаратов триптофана, содержащих токсичные примеси, ал-
лергические реакции на укус насекомого; аутоиммунные заболевания, такие как ревматоидный артрит, 
псориатический артрит, рассеянный склероз, системная эритематозная волчанка, злокачественная миа-
стения, ювенильный диабет; гломерулонефрит, аутоиммунный тиреоидит, болезнь Бехчета; отторжение 
трансплантата (например, при трансплантации), включая отторжение аллотрансплантата, или реакцию 
"трансплантат против хозяина"; воспалительные заболевания кишечника, такие как болезнь Крона и яз-
венный колит; спондилоартропатии; склеродермию; псориаз (включая опосредованный T-клетками псо-
риаз) и воспалительные дерматозы, такие как дерматит, экзема, атопический дерматит, аллергический 
контактный дерматит, крапивница; васкулит (например, некротизирующий, кожный и гиперчувстви-
тельный васкулит); эозинофильный миозит, эозинофильный фасциит; рак с инфильтрацией лейкоцитов в 
кожу или органы, но не ограничены ими. Можно также лечить другие заболевания или патологические 
состояния, которые требуют ингибирования нежелательных воспалительных реакций, включая, без огра-
ничения, васкулит, атероматозные бляшки, венозную неоинтимальную гиперплазию, реперфузионное 
повреждение, неоинтимальную гиперплазию диализного трансплантата, интимальную гиперплазию ар-
териовенозного шунта, атеросклероз, некоторые гематологические злокачественные новообразования, 
цитокин-индуцированную токсичность (например, септический шок, эндотоксический шок), полимио-
зит, дерматомиозит. Инфекционные заболевания или состояния человека или представителей других 
видов, которые можно лечить с использованием ингибиторов функции хемокиновых рецепторов, вклю-
чают, без ограничения, ВИЧ. 

Заболевания или патологические состояния человека или представителей других видов, которые 
можно лечить с использованием стимуляторов функции хемокиновых рецепторов, включают, без огра-
ничения, иммуносупрессию, например иммуносупрессию у индивидуумов с иммунодефицитными син-
дромами, такими как СПИД или другие вирусные инфекции, у индивидуумов, получавших курс рентге-
нотерапии, химиотерапии, терапии для аутоиммунного заболевания или лекарственной терапии (напри-
мер, кортикостероидной терапии), которые вызывают иммуносупрессию, иммуносупрессию вследствие 
врожденной недостаточности функции рецепторов или других причин, и инфекционные заболевания, 
такие как паразитарные заболевания, включая, без ограничения, гельминтозы, вызываемые, например, 
нематодами (круглыми червями); (трихиуриаз, энтеробиоз, аскаридоз, анкилостомидозы, стронгилоидоз, 
трихинеллез, филяриатоз); трематодами (сосальщиками) (шистосомоз, клонорхоз), цестодами (ленточ-
ными червями) (эхинококкоз, тениаринхоз, цистицеркоз); висцеральными червами, висцеральную Larva 
migrans (например, Toxocara), эозинофильный гастроэнтерит (например, Anisaki sp., Phocanema sp.), 
кожную Larva migrans (Ancylostona braziliense, Ancylostoma caninum)). Соответственно, соединения со-
гласно настоящему изобретению могут быть использованы для предупреждения и лечения широкого 
круга воспалительных, инфекционных и иммунорегуляторных расстройств и заболеваний. 

Кроме того, можно рассматривать возможность лечения вышеупомянутых воспалительных, аллер-
гических и аутоиммунных заболеваний с использованием соединения, которое стимулирует функцию 
хемокиновых рецепторов, если предположить возможность доставки такого соединения в количестве, 
достаточном для того, чтобы вызвать уменьшение экспрессии рецептора на клетках путем индукции ин-
тернализации хемокиновых рецепторов, или возможность доставки соединения способом, который при-
водит к неправильной миграции клеток. 

В другом аспекте настоящее изобретение может быть использовано для оценки предполагаемых 
специфических агонистов или антагонистов G-белок-сопряженного рецептора. В настоящем изобретении 
предложено применение соединений согласно изобретению в подготовке и проведении скринингового 
анализа для идентификации соединений, которые модулируют активность хемокиновых рецепторов. 
Кроме того, соединения согласно настоящему изобретению могут быть использованы для выявления или 
идентификации сайта связывания других соединений с хемокиновыми рецепторами, например, путем 
конкурентного ингибирования или в качестве стандарта в анализе сравнения известной активности с ак-
тивностью соединения, активность которого еще неизвестна. При разработке новых методик анализа или 
протоколов соединения согласно настоящему изобретению могут быть использованы для тестирования 
их эффективности. В частности, такие соединения могут быть использованы в пригодных для продажи 
наборах, предназначенных, например, для применения в фармацевтическом исследовании, включающем 
вышеприведенные заболевания. Соединения согласно настоящему изобретению также могут быть ис-
пользованы для оценки предполагаемых специфических модуляторов хемокиновых рецепторов. Кроме 
того, соединения согласно настоящему изобретению могут быть использованы для изучения специфич-
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ности G-белок-сопряженных рецепторов, которые предположительно не являются хемокиновыми рецеп-
торами, либо в качестве примеров соединений, которые не связываются с данными рецепторами, либо в 
качестве структурных вариантов соединений, обладающих активностью в отношении данных рецепто-
ров, что может помочь в определении специфических сайтов взаимодействия. 

Соединения согласно настоящему изобретению можно применять для лечения или предупреждения 
расстройств, выбранных из ревматоидного артрита, остеоартрита, септического шока, атеросклероза, 
аневризмы, лихорадки, сердечно-сосудистых событий, гемодинамического шока, синдрома системной 
воспалительной реакции, постишемического реперфузионного повреждения, малярии, болезни Крона, 
воспалительных заболеваний кишечника, микобактериальной инфекции, менингита, псориаза, застойной 
сердечной недостаточности, фиброзных заболеваний, кахексии, отторжения трансплантата, аутоиммун-
ных заболеваний, воспалительных заболеваний кожи, рассеянного склероза, радиационного поврежде-
ния, гипероксического альвеолярного повреждения, ВИЧ, ВИЧ-деменции, инсулинонезависимого сахар-
ного диабета, астмы, аллергического ринита, атопического дерматита, идиопатического легочного фиб-
роза, буллезного пемфигоида, паразитарных инфекций, вызванных гельминтами, аллергического колита, 
экземы, конъюнктивита, последствий трансплантации, наследственной эозинофилии, эозинофильного 
целлюлита, эозинофильных пневмоний, эозинофильного фасциита, эозинофильного гастроэнтерита, эо-
зинофилии, вызванной применением лекарственных средств, кистозного фиброза, синдрома Черджа-
Строса, лимфомы, болезни Ходжкина, карциномы толстой кишки, синдрома Фелти, саркоидоза, увеита, 
болезни Альцгеймера, гломерулонефрита и системной эритематозной волчанки, плоскоклеточной карци-
номы пищевода, невропатической боли и ожирения. 

Согласно другому аспекту изобретения соединения по изобретению можно применять для лечения 
или предупреждения воспалительных нарушений, выбранных из ревматоидного артрита, остеоартрита, 
атеросклероза, аневризмы, лихорадки, сердечно-сосудистых событий, болезни Крона, воспалительных 
заболеваний кишечника, псориаза, застойной сердечной недостаточности, рассеянного склероза, ауто-
иммунных заболеваний, воспалительных заболеваний кожи. 

Согласно другому аспекту изобретения соединения по изобретению можно применять для лечения 
или предупреждения воспалительных нарушений, выбранных из ревматоидного артрита, остеоартрита, 
атеросклероза, болезни Крона, воспалительных заболеваний кишечника и рассеянного склероза. 

Согласно другому аспекту изобретения соединения, приведенные в данном описании в качестве 
примеров, можно применять для лечения различных типов рака, включая, без ограничения 

карциному, в том числе карциному мочевого пузыря (включая прогрессирующий и метастатиче-
ский рак мочевого пузыря), молочной железы, толстой кишки (включая колоректальный рак), почки, пе-
чени, легкого (включая мелкоклеточный и немелкоклеточный рак легкого и аденокарциному легкого), 
яичника, предстательной железы, яичек, мочеполового тракта, лимфатической системы, прямой кишки, 
гортани, поджелудочной железы (включая карциному экзокринной ткани поджелудочной железы), пи-
щевода, желудка, желчного пузыря, шейки матки, щитовидной железы и кожи (включая плоскоклеточ-
ную карциному); 

гемопоэтические опухоли лимфоидного происхождения, включая лейкоз, острый лимфоцитарный 
лейкоз, острый лимфобластный лейкоз, B-клеточную лимфому, T-клеточную лимфому, лимфому Ход-
жкина, неходжкинскую лимфому, волосатоклеточную лимфому, гистиоцитарную лимфому и лимфому 
Беркитта; 

гемопоэтические опухоли миелоидного происхождения, включая острый и хронический миелоид-
ный лейкоз, миелодиспластический синдром, миелоидный лейкоз и промиелоцитарный лейкоз; 

опухоли центральной и периферической нервной системы, включая астроцитому, нейробластому, 
глиому и шванномы; 

опухоли мезенхимного происхождения, включая фибросаркому, рабдомиосаркому и остеосаркому; 
другие опухоли, включая меланому, пигментную ксеродерму, кератоакантому, семиному, фоллику-

лярную карциному щитовидной железы и тератокарциному. 
Согласно другому варианту осуществления изобретения предложены способы лечения рака, отли-

чающиеся тем, что рак выбран из рака молочной железы, рака печени, рака предстательной железы и 
меланомы. Кроме того, соединения согласно настоящему изобретению можно применять для лечения 
рака яичника и множественной миеломы. 

В настоящем изобретении предложены способы лечения ряда нераковых пролиферативных заболе-
ваний. 

Для предупреждения и лечения воспалительных, инфекционных и иммунорегуляторных рас-
стройств и заболеваний, включая астму и аллергические заболевания, а также аутоиммунных патологий, 
таких как ревматоидный артрит и атеросклероз, и патологий, отмеченных выше, может быть использова-
на комбинированная терапия, например комбинация соединений согласно настоящему изобретению с 
другими соединениями, показанными для такого использования. Например, для лечения или предупреж-
дения воспаления соединения согласно настоящему изобретению можно применять в комбинации с про-
тивовоспалительным или аналгетическим агентом, таким как опиатный агонист, ингибитор липоксиге-
наз, ингибитор циклооксигеназы-2, ингибитор интерлейкинов, например ингибитор интерлейкина-1, ин-
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гибитор фактора некроза опухолей, антагонист NMDA (N-метил-D-аспартата), ингибитор окиси азота 
или ингибитор синтеза окиси азота, нестероидный противовоспалительный агент, ингибитор фосфодиэ-
стераз или цитокин-супрессирующий противовоспалительный агент, например, с таким соединением, 
как ацетаминофен, аспирин, кодеин, фентанил, ибупрофен, индометацин, кеторолак, морфин, напроксен, 
фенацетин, пироксикам, стероидный аналгетик, суфентанил, сулиндак, интерферон альфа и т.п. В част-
ности, соединения согласно настоящему изобретению могут быть введены вместе с болеутоляющим 
средством; потенцирующим средством, таким как кофеин, Н2-антагонист, симетикон, гидроксид алюми-
ния или магния; противоотечным средством, таким как фенилэфрин, фенилпропаноламин, псевдоэфед-
рин, оксиметазолин, эпинефрин, нафазолин, ксилометазолин, пропилгекседрин или леводезоксиэфедрин 
(levodesoxyephedrine); и противокашлевым средством, таким как кодеин, гидрокодон, карамифен, карбе-
тапентан (carbetapentane) или декстрометорфан; диуретиком и седативным или неседативным антигиста-
минным средством. Кроме того, соединения согласно настоящему изобретению могут быть использова-
ны в комбинации с другими лекарствами, которые используются для лече-
ния/предупреждения/подавления или ослабления тех же заболеваний или патологических состояний, при 
которых могут быть использованы соединения согласно настоящему изобретению. Для введения этих 
других лекарств могут быть использованы стандартные пути введения и дозы и данные лекарства могут 
быть введены одновременно или последовательно с соединением согласно настоящему изобретению. 
Когда соединение вводят одновременно с одним или более чем одним другим лекарством, может быть 
использована фармацевтическая композиция, содержащая наряду с соединением согласно настоящему 
изобретению это другое лекарство. Соответственно, фармацевтические композиции включают фарма-
цевтические композиции, которые наряду с соединением согласно настоящему изобретению также со-
держат один или более чем один другой активный ингредиент. 

Примеры других активных ингредиентов, которые могут быть использованы в комбинации с со-
единением согласно настоящему изобретению либо путем раздельного введения, либо путем введения в 
составе одной фармацевтической композиции включают, без ограничения: (а) антагонисты интегринов, 
такие как антагонисты селектинов, ICAM (факторы межклеточной адгезии) и VLA-4 (очень поздний ан-
тиген 4); (б) стероиды, такие как беклометазон, метилпреднизолон, бетаметазон, преднизон, дексамета-
зон и гидрокортизон; (в) иммунодепрессанты, такие как циклоспорин, такролимус, рапамицин 
(rapamycin) и другие иммунодепрессанты FK-506 типа; (г) антигистаминные средства (антагонисты гис-
таминового рецептора H1), такие как бромфенирамин, хлорфенирамин, дексхлорфенирамин, трипроли-
дин, клемастин, дифенгидрамин, дифенилпиралин, трипеленнамин, гидроксизин, метдилазин, промета-
зин, тримепразин (trimeprazine), азатадин, ципрогептадин, антазолин, фенирамин пириламин (pyrilamine), 
астемизол, терфенадин, лоратадин, цетиризин, фексофенадин, дезкарбоэтоксилоратадин и т.п.; (д) несте-
роидные противоастматические средства, такие как b2-агонисты (тербуталин, метапротеренол, феноте-
рол, изоэтарин, альбутерол, битолтерола и пирбутерола), теофиллин, кромолин натрия, атропин, ипра-
тропия бромид, антагонисты лейкотриенов (зафирлукаст, монтелукаст, пранлукаст, иралукаст, побилу-
каст, SKB-102,203), ингибиторы биосинтеза лейкотриенов (зилейтон, BAY-1005); (е) нестероидные про-
тивовоспалительные агенты (NSAID), такие как производные пропионовой кислоты (альминопрофен, 
беноксапрофен, буклоксовая (bucloxic) кислота, карпрофен, фенбуфен, фенопрофен, флупрофен, флур-
бипрофен, ибупрофен, индопрофен, кетопрофен, миропрофен, напроксен, оксапрозин, пирпрофен, пра-
нопрофен, супрофен, тиапрофеновая кислота и тиоксапрофен), производные уксусной кислоты (индоме-
тацин, ацеметацин, алклофенак, клиданак (clidanac), диклофенак, фенклофенак, фенклозовая (fenclozic) 
кислота, фентиазак, фурофенак, ибуфенак, изоксепак (isoxepac), оксепинак, сулиндак, тиопинак, толме-
тин, зидометацин и зомепирака), производные фенаминовой кислоты (флуфенамовая кислота, меклофе-
намовая кислота, мефенамовая кислота, нифлумовая кислота и толфенамовая кислота), производные би-
фенилкарбоновой кислоты (дифлунизал и флуфенисал), оксикамы (изоксикам, пироксикам, судоксикам и 
теноксикам), салицилаты (ацетилсалициловая кислота, сульфасалазин) и пиразолоны (апазон (apazone), 
бензпиперилон, фепразон, мофебутазон, оксифенбутазон, фенилбутазон); (ж) ингибиторы циклооксиге-
назы-2 (СОХ-2); (з) ингибиторы фосфодиэстеразы типа IV (PDE-IV); (и) другие антагонисты хемокино-
вых рецепторов; (к) агенты, понижающие уровень холестерина, такие как ингибиторы  
HMG-CoA редуктазы (3-гидрокси-3-метилглютарил-кофермент А редуктазы) (ловастатин, симвастатин, 
правастатин, флувастатин, аторвастатин и другие статины), вещества, усиливающие экскрецию (холе-
стирамин и колестипол), никотиновая кислота, производные фенофиброевой кислоты (гемфиброзил, 
клофибрат, фенофибрат и безафибрат) и пробукол; (л) противодиабетические агенты, такие как инсулин, 
сульфонилмочевины, бигуаниды (метформин), ингибиторы α-глюкозидаз (акарбоза) и глитазоны (трог-
литазон и пиоглитазон); (м) препараты интерферонов (интерферон альфа-2а, интерферон-2В, интерферон 
альфа-N3, интерферон бета-1а, интерферон бета-1b, интерферон гамма-1b); (н) противовирусные соеди-
нения, такие как эфавиренз, невирапин, индинавир, ганцикловир, ламивудин, фамцикловир и зальцита-
бин; (о) другие соединения, такие как 5-аминосалициловая кислота, ее пролекарства, антиметаболиты, 
такие как азатиоприн и 6-меркаптопурин, и цитотоксические в отношении раковых опухолей химиотера-
певтические агенты. Массовое отношение соединения согласно настоящему изобретению ко второму 
активному ингредиенту может меняться и зависит от эффективных доз каждого ингредиента. 
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Обычно используют эффективную дозу каждого активного ингредиента. Так, например, когда со-
единение используют в комбинации с NSAID, массовое соотношение соединения согласно настоящему 
изобретению и NSAID обычно находится в диапазоне от приблизительно 1000:1 до приблизительно 
1:1000 или, альтернативно, от приблизительно 200:1 до приблизительно 1:200. Комбинации соединения 
согласно настоящему изобретению и других активных ингредиентов обычно также соответствуют выше-
указанному диапазону, но в каждом случае используются эффективные дозы каждого активного ингре-
диента. 

При лечении рака часто предпочтительно использовать комбинацию химиотерапевтических агентов 
и/или других терапий (например, рентгенотерапии). Механизм действия второго (или третьего) агента 
может совпадать с механизмом действия основного терапевтического агента или отличаться от него. 
Особенно предпочтительно использовать комбинации цитотоксических лекарств, которые характеризу-
ются тем, что два или более лекарства после введения действуют различным образом или на разные фазы 
клеточного цикла, и/или указанные два или более лекарства имеют перекрывающиеся токсичности или 
побочные эффекты, и/или каждое из лекарств комбинации проявляет эффективность в лечении конкрет-
ного болезненного состояния, диагностированного у пациента. 

Соответственно, соединения согласно настоящему изобретению (или другие препараты, раскрытые 
в данном изобретении) могут быть использованы в комбинации с другими противораковыми и цитоток-
сическими агентами и терапиями, используемыми для лечения рака или других пролиферативных забо-
леваний. Кроме того, настоящее изобретение относится к применению соединений согласно изобрете-
нию (или других препаратов, раскрытых в данном изобретении) для получения лекарств, предназначен-
ных для лечения рака, и/или включает упаковку соединений согласно изобретению, которая содержит 
инструкцию по применению данных соединений в комбинации с другими противораковыми или цито-
токсическими агентами и терапиями, используемыми для лечения рака. Кроме того, настоящее изобрете-
ние включает комбинации соединений и одного или более чем одного дополнительного агента в виде 
набора, например в виде набора, где соединение и дополнительный агент упакованы вместе или находят-
ся в отдельных упаковках для совместной продажи в виде набора или где они упакованы в виде одного 
препарата. 

Второй и последующие противораковые агенты могут быть выбраны из следующих агентов: 
алкилирующих агентов (включая азотистые иприты, алкилсульфонаты, нитрозомочевины, произ-

водные этиленимина и триазены); антиангиогенных средств (включая ингибиторы матриксных металло-
протеиназ); антиметаболитов (включая ингибиторы аденозиндезаминазы, антагонисты фолиевой кисло-
ты, пуриновые аналоги и пиримидиновые аналоги); антибиотиков или антител (включая моноклональ-
ные антитела, антитела против CTLA-4 (антигена цитотоксического Т-лимфоцита 4), антрациклины); 
ингибиторов ароматазы; 

модификаторов ответа клеточного цикла; ферментов; ингибиторов фарнезилтрансферазы  
(farnesyl-protein transferase); 

гормональных и антигормональных агентов и стероидов (включая синтетические аналоги, глюко-
кортикоиды, эстрогены/антиэстрогены [например, SERM (селективные модуляторы рецепторов эстроге-
нов)], андрогены/антиандрогены, прогестины, агонисты рецепторов прогестерона и агонисты и антаго-
нисты гормона, высвобождающего лютеинизирующий гормон (LHRH)); модуляторов системы инсули-
ноподобные факторы роста (IGF)/рецепторы инсулиноподобных факторов роста (IGFR) (включая инги-
биторы IGFR1); ингибиторов передачи сигнала через интегрины; ингибиторов киназ (включая мультики-
назные ингибиторы и/или ингибиторы Src-киназы или Src/abl, ингибиторы циклинзависимых киназ 
(CDK), антитела против panHer, Her-1 и Her-2, ингибиторы VEGF (факторов роста сосудистого эндоте-
лия), включая антитела против VEGF, ингибиторы EGFR (рецептора эпидермального фактора роста), 
ингибиторы митоген-активируемого белка (MAP), ингибиторы MEK (киназ митоген-активируемых про-
теинкиназ), ингибиторы киназ Aurora, ингибиторы PDGF (тромбоцитарного фактора роста) и другие ин-
гибиторы тирозинкиназ или ингибиторы серин/треониновых киназ); 

агентов, разрушающих микротрубочки, таких как эктеинасцидины или их аналоги и производные; 
агентов, стабилизирующих микротрубочки, таких как таксаны, и природных эпотилонов и их син-

тетических и полусинтетических аналогов; 
связывающих микротрубочки дестабилизирующих агентов (включая алкалоиды винка) и ингибито-

ров топоизомераз; ингибиторов пренилтрансфераз (prenyl-protein transferase); координационных ком-
плексов платины; ингибиторов сигнальной трансдукции и 

других агентов, используемых в качестве противораковых и цитотоксических агентов, таких как 
модификаторы биологического ответа, факторы роста и иммуномодуляторы. 

Кроме того, соединения согласно настоящему изобретению могут быть представлены в виде препа-
рата, содержащего другие терапевтические агенты, или введены вместе с другими терапевтическими 
агентами, которые выбирают в зависимости от их конкретной пользы для уменьшения побочных эффек-
тов, ассоциированных с вышеописанными состояниями. Например, соединения согласно изобретению 
могут быть представлены в виде препарата, содержащего агенты для предупреждения тошноты, гипер-
чувствительности и раздражения желудка, такие как противорвотные средства и H1- и  
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Н2-антигистамины. 
Вышеприведенные дополнительные терапевтические агенты при их использовании в комбинации с 

соединениями согласно настоящему изобретению могут быть введены, например, в количестве, указан-
ном в "Настольном справочнике врача" (PDR), или в количестве, которое может быть определено другим 
способом средним специалистом в данной области техники. 

Соединения вводят млекопитающему в терапевтически эффективном количестве. Выражение "те-
рапевтически эффективное количество" означает количество соединения согласно настоящему изобрете-
нию, которое при введении его млекопитающему, одного или в комбинации с дополнительным терапев-
тическим агентом, является достаточным для эффективного предупреждения или ослабления болезнен-
ного состояния или прогрессирования заболевания. 

Дозы и препараты. 
Соединения согласно данному изобретению могут быть введены в таких пероральных лекарствен-

ных формах, как таблетки, капсулы (каждая из которых содержит препараты замедленного или пролон-
гированного высвобождения), пилюли, порошки, гранулы, эликсиры, тинктуры, суспензии, сиропы и 
эмульсии. Соединения согласно данному изобретению также могут быть введены внутривенно (болюс 
или инфузия), интраперитонеально, подкожно или внутримышечно, соответствующие используемые 
лекарственные формы хорошо известны средним специалистам в области фармацевтики. Соединения 
согласно данному изобретению могут быть введены одни, но обычно их вводят вместе с фармацевтиче-
ским носителем, который подбирают с учетом выбранного пути введения и в соответствии со стандарт-
ной фармацевтической практикой. 

Конечно, режим введения соединений согласно настоящему изобретению будет меняться в зависи-
мости от таких известных факторов, как фармакодинамические характеристики конкретного агента, спо-
соба и пути введения; биологического вида, к которому относится реципиент, его возраста, пола, состоя-
ния здоровья, медицинских показаний и массы; природы и степени выраженности симптомов; типа те-
кущего лечения; частоты лечебных процедур; пути введения, функции почек и печени и желаемого эф-
фекта. Врач или ветеринар может определить и назначить эффективное количество лекарства, необходи-
мое для предупреждения прогрессирования расстройства, противодействия прогрессированию или его 
задержки. 

В качестве общей рекомендации суточная пероральная доза каждого активного ингредиента, необ-
ходимая для достижения терапевтического эффекта, находится в диапазоне от приблизительно 0,001 до 
1000 мг/кг массы тела в сутки, или от приблизительно 0,01 до 100 мг/кг массы тела в сутки, или от при-
близительно 1 до 20 мг/кг/сутки. Дозы для внутривенной инфузии с постоянной скоростью находятся в 
диапазоне от приблизительно 1 до приблизительно 10 мг/кг/мин. Соединения согласно настоящему изо-
бретению можно вводить один раз в сутки, в виде однократной дозы, или несколько раз в сутки, в виде 
дробных доз, в последнем случае общую суточную дозу можно разделить на две, три или четыре дозы. 
Согласно одному из вариантов осуществления изобретения суточную пероральную дозу активного ин-
гредиента в диапазоне от 3 до 600 мг вводят либо один раз в сутки, либо, в виде дробных доз, два раза в 
сутки. Альтернативно, активный ингредиент можно вводить два раза в сутки дозами по 10-20 мг или 
один раз в сутки в виде дозы 40-100 мг. Альтернативно, активный ингредиент можно вводить два раза в 
сутки дозами по 12,5 мг или один раз в сутки в виде дозы 75 мг. Альтернативно, активный ингредиент 
можно вводить дозами по 3, 10, 30, 100, 300 и 600 мг один или два раза в сутки. 

Соединения согласно настоящему изобретению можно вводить интраназальным путем с помощью 
местного использования подходящих интраназальных носителей или трансдермальным путем с исполь-
зованием трансдермального пластыря. При введении в форме трансдермальной системы доставки введе-
ние лекарства происходит непрерывно, а не в режиме периодического введения. 

Соединения обычно вводят в смеси с подходящими фармацевтическими разбавителями, эксципиен-
тами или носителями (которые все вместе в данном описании называются фармацевтическими носите-
лями), выбранными с учетом предполагаемой формы введения, которая может представлять собой перо-
ральные таблетки, капсулы, эликсиры, сиропы и т.п., и в соответствии со стандартной фармацевтической 
практикой. 

Например, для перорального введения в форме таблетки или капсулы активный лекарственный 
компонент может быть комбинирован с нетоксичным фармацевтически приемлемым инертным носите-
лем для перорального введения, таким как лактоза, крахмал, сахароза, глюкоза, метилцеллюлоза, стеарат 
магния, гидрофосфат кальция, сульфат кальция, маннит, сорбит и т.п.; для перорального введения в жид-
кой форме пероральные лекарственные компоненты могут быть комбинированы с любым нетоксичным 
фармацевтически приемлемым инертным носителем для перорального введения, таким как этанол, гли-
церин, вода и т.п. Кроме того, когда это желательно или необходимо, в данную смесь также могут быть 
введены подходящие связующие вещества, смазывающие вещества, разрыхлители и окрашивающие 
агенты. Подходящие связующие вещества включают крахмал, желатин, природные сахара, такие как 
глюкоза или бета-лактоза, кукурузные подсластители, природные и синтетические камеди, такие как 
гуммиарабик, трагакант или альгинат натрия, карбоксиметилцеллюлозу, полиэтиленгликоль, воски и т.п. 
Смазывающие вещества, используемые в данных лекарственных формах, включают олеат натрия, стеа-
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рат натрия, стеарат магния, бензоат натрия, ацетат натрия, хлорид натрия и т.п. Разрыхлители включают, 
без ограничения, крахмал, метилцеллюлозу, агар, бентонит, ксантановую камедь и т.п. 

Соединения согласно настоящему изобретению также можно вводить в форме липосомной системы 
доставки, такой как малые моноламеллярные везикулы, большие моноламеллярные везикулы и мульти-
ламеллярные везикулы. Липосомы могут быть получены из различных фосфолипидов, таких как холе-
стерин, стеариламин или фосфатидилхолины. 

Соединения согласно настоящему изобретению также могут быть связаны с растворимыми полиме-
рами в качестве носителей для направленной доставки лекарств. Такие полимеры могут включать поли-
винилпирролидон, сополимер пирана, полигидроксипропилметакриламид-фенол, полигидроксиэтилас-
партамидофенол или сополимер полиэтиленоксида и полилизина, содержащего в качестве заместителей 
пальмитоильные остатки. Кроме того, соединения согласно настоящему изобретению могут быть связа-
ны с биодеградируемыми полимерами, которые могут быть использованы для получение препаратов с 
контролируемым высвобождением лекарства, например с полимолочной кислотой, полигликолевой ки-
слотой, сополимерами полимолочной и полигликолевой кислоты, поли-эпсилон-капролактоном, поли-
гидроксимасляной кислотой, полиортоэфирами, полиацеталями, полидигидропиранами, полицианоаци-
латами и сетчатыми или амфипатическими блок-сополимерами гидрогелей. 

Лекарственные формы (фармацевтические композиции), пригодные для введения, могут содержать 
от приблизительно 1 до приблизительно 100 мг активного ингредиента на стандартную лекарственную 
форму. В данных фармацевтических композициях активный ингредиент обычно присутствует в количе-
стве приблизительно 0,5-95% (по массе) от общей массы композиции. 

Желатиновые капсулы могут содержать активный ингредиент и порошковые носители, такие как 
лактоза, крахмал, производные целлюлозы, стеарат магния, стеариновая кислота и т.п. Аналогичные раз-
бавители могут быть использованы в производстве прессованных таблеток. Как таблетки, так и капсулы 
могут быть изготовлены в виде формы замедленного высвобождения, чтобы обеспечить непрерывное 
высвобождение лекарства в течение нескольких часов. Прессованные таблетки могут быть покрыты са-
харом или пленкой, чтобы скрыть неприятный вкус и защитить таблетки от неблагоприятных факторов 
внешней среды, или кишечно-растворимым покрытием, чтобы обеспечить селективную дезинтеграцию 
таблеток в желудочно-кишечном тракте. 

Жидкие лекарственные формы для перорального введения могут содержать красители и ароматизи-
рующие вещества, чтобы облегчить пациенту прием лекарства. 

Подходящими носителями для парентеральных растворов, в общем случае, являются вода, подхо-
дящее масло, физиологический раствор, водные растворы декстрозы (глюкозы) и растворы родственных 
сахаров и гликоли, такие как пропиленгликоль или полиэтиленгликоль. Растворы для парентерального 
введения могут содержать водорастворимую соль активного ингредиента, подходящие стабилизирую-
щие агенты и, при необходимости, буферные агенты. Подходящими стабилизирующими агентами явля-
ются антиоксиданты, такие как бисульфит натрия, сульфит натрия или аскорбиновая кислота, по отдель-
ности или в комбинации. Также используют лимонную кислоту и ее соли и натриевую соль ЭДТА (эти-
лендиаминтетрауксусной кислоты). Кроме того, парентеральные растворы могут содержать консерван-
ты, такие как хлорид бензалкония, метил- или пропилпарабен и хлорбутанол. 

Подходящие фармацевтические носители описаны в Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack  
Publishing Company, справочнике стандартов в данной области. 

Ниже в качестве иллюстрации приведены типичные эффективные фармацевтические лекарствен-
ные формы, которые могут быть использованы для введения соединений согласно настоящему изобрете-
нию. 

Капсулы. 
Большое количество капсул может быть изготовлено путем наполнения стандартных двустворча-

тых твердых желатиновых капсул активным ингредиентом в виде порошка (100 мг), лактозой (150 мг), 
целлюлозой (50 мг) и стеаратом магния (6 мг). 

Мягкие желатиновые капсулы. 
Процесс изготовления мягких желатиновых капсул включает получение смеси, содержащей, на-

пример, активный ингредиент в усваиваемом масле, таком как соевое масло, хлопковое масло и оливко-
вое масло, и последующее инъецирование данной смеси в желатин с помощью поршневого насоса пря-
мого вытеснения; в результате получают мягкие желатиновые капсулы, содержащие 100 мг активного 
ингредиента. Затем капсулы промывают и сушат. 

Таблетки. 
Таблетки могут быть изготовлены с использованием стандартных методик, так чтобы каждая еди-

ница дозирования содержала 100 мг активного ингредиента, 0,2 мг коллоидного диоксида кремния, 5 мг 
стеарата магния, 275 мг микрокристаллической целлюлозы, 11 мг крахмала и 98,8 мг лактозы. Для улуч-
шения вкуса или замедления всасывания можно нанести подходящие покрытия. 

Инъецируемая лекарственная форма. 
Парентеральная композиция, подходящая для введения путем инъекции, может быть приготовлена 

путем перемешивания активного ингредиента (1,5 мас.%) в растворе (10 об.%) пропиленгликоля в воде. 
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Данный раствор делают изотоническим путем добавления хлорида натрия и стерилизуют. 
Суспензия. 
Водная суспензия для перорального введения может иметь следующий состав: тонкоизмельченный 

активный ингредиент (100 мг), натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы (200 мг), бензоат натрия (5 мг), 
раствор сорбитола (1,0 г, U.S.P.), ванилин (0,025 мл) и вода (до 5 мл). 

Когда соединения согласно настоящему изобретению (первый антикоагулянт) комбинируют с дру-
гими антикоагулянтами, суточная доза может составлять, например, приблизительно 0,1-100 мг соедине-
ния формулы I и приблизительно 1-7,5 мг второго антикоагулянта на 1 кг массы тела пациента. В табле-
тированной лекарственной форме количество соединения согласно настоящему изобретению может со-
ставлять приблизительно 5-10 мг на единицу дозирования, а количество второго антикоагулянта прибли-
зительно 1-5 мг на единицу дозирования. 

Когда вместе с соединением, описанным в примерах, вводят два или более вышеуказанных вторых 
терапевтических агента, обычно количество каждого компонента в стандартной суточной дозе и в стан-
дартной лекарственной форме может быть уменьшено по сравнению со стандартной дозой агента в слу-
чае, когда данный агент вводится один, с учетом аддитивного или синергетического эффекта, который 
имеет место при совместном введении данных терапевтических агентов. 

В частности, когда одна лекарственная форма содержит несколько активных ингредиентов, сущест-
вует вероятность химического взаимодействия комбинированных активных ингредиентов. По этой при-
чине, когда соединение, описанное в примерах, и второй терапевтический агент комбинируют в одной 
лекарственной форме, препарат изготавливают таким образом, что, хотя активные ингредиенты комби-
нированы в одной лекарственной форме, физический контакт активных ингредиентов минимизирован 
(т.е. уменьшен). Например, один активный ингредиент может иметь кишечно-растворимое покрытие. 
Кишечно-растворимое покрытие одного из активных ингредиентов позволяет не только минимизировать 
контакт комбинированных активных ингредиентов, но также дает возможность контролировать высво-
бождение одного из этих компонентов в желудочно-кишечном тракте таким образом, что один из компо-
нентов высвобождается не в желудке, а в кишечнике. Один из активных ингредиентов также может быть 
покрыт веществом, которое обеспечивает замедленное высвобождение данного ингредиента в желудоч-
но-кишечном тракте, а также минимизирует физический контакт комбинированных активных ингреди-
ентов. Кроме того, компонент с замедленным высвобождением может дополнительно иметь кишечно-
растворимое покрытие, поэтому высвобождение данного компонента будет происходить только в ки-
шечнике. В соответствии с другим подходом препарат может включать комбинацию компонентов, где 
один компонент покрыт полимером, обеспечивающим замедленное высвобождение и/или высвобожде-
ние в кишечнике, а другой компонент также покрыт полимером, таким как гидроксипропилметилцеллю-
лоза (НРМС) низкой вязкости, или другим подходящим веществом, известным в данной области техни-
ки, что позволяет дополнительно разделить активные компоненты. Данное полимерное покрытие ис-
пользуется для создания дополнительного препятствия взаимодействию с другим компонентом. 

Специалисты в данной области техники, знакомые с настоящим описанием, могут легко понять 
рассмотренные выше, а также другие методики минимизации контакта между компонентами комбини-
рованных препаратов согласно настоящему изобретению, которые могут быть использованы независимо 
от того, вводят эти компоненты в составе одной лекарственной формы или в отдельных формах, но од-
новременно и одним способом. 

Кроме этого, некоторые соединения согласно настоящему изобретению могут быть использованы в 
виде метаболитов других соединений. Поэтому согласно одному из вариантов осуществления изобрете-
ния соединения могут быть использованы либо в виде, по существу, чистого соединения, которое в даль-
нейшем также может быть включено в фармацевтическую композицию, либо могут быть использованы в 
виде метаболита, который образуется после введения соединения в виде пролекарства. Согласно одному 
из вариантов осуществления изобретения соединение может быть использовано в виде метаболита, явля-
ясь полезным для лечения расстройств, описанных в данном документе. 

В контексте данного описания термин "по существу, чистый" означает, что соединение имеет сте-
пень чистоты более 90% (по массе), включая степень чистоты более 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 и 
100%. 

Например, соединение согласно настоящему изобретению можно считать, по существу, чистым в 
том случае, когда степень чистоты составляет более приблизительно 90 мас.%, и остаток, составляющий 
менее 10% вещества, содержит другой метаболит соединения, пролекарство соединения, и/или примеси 
компонентов реакционной смеси, и/или примеси, добавленные в процессе получения соединения. 

Очевидно, что в свете вышеизложенного описания возможны многочисленные модификации и ва-
риации настоящего изобретения. Поэтому следует понимать, что в объеме прилагаемой формулы изо-
бретения могут быть предложены другие варианты осуществления изобретения, не представленные в 
данном описании. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Соединение формулы 

 
или его соль. 
2. Кристаллическая форма N-1 соединения по п.1, характеризующаяся параметрами элементарной 

ячейки, имеющими, по существу, следующие значения: 
размеры ячейки: 

 
пространственная группа: P212121; 
количество молекул на элементарную ячейку (Z): 1; 
плотность (рассчитанная, г⋅см-3): 1,194, 
когда указанный кристалл находится при температуре приблизительно -70°C. 
3. Кристаллическая форма по п.2, отличающаяся тем, что указанная форма N-1 находится, по суще-

ству, в чистой форме. 
4. Кристаллическая форма по п.2, характеризующаяся порошковой рентгеновской дифрактограм-

мой, по существу, соответствующей дифрактограмме, приведенной на фиг. 1. 
5. Кристаллическая форма по п.2, которая характеризуется термограммой, полученной с использо-

ванием методики дифференциальной сканирующей калориметрии, по существу, соответствующей тер-
мограмме, приведенной на фиг. 2, согласно которой температура эндотермического перехода выше при-
близительно 205°C. 

6. Кристаллическая форма по п.2, которая характеризуется кривой термического гравиметрического 
анализа, соответствующей кривой, приведенной на фиг. 3. 

7. Фармацевтическая композиция для модулирования активности рецепторов хемокинов, содержа-
щая терапевтически эффективное количество соединения по п.1 или кристаллической формы по любому 
из пп.2-6 и фармацевтически приемлемый носитель. 

8. Фармацевтическая композиция по п.7, дополнительно содержащая по меньшей мере один допол-
нительный терапевтический агент. 

9. Способ модулирования активности рецепторов CCR-2 и CCR-5, включающий введение нуждаю-
щемуся в этом пациенту терапевтически эффективного количества соединения по п.1 или кристалличе-
ской формы по любому из пп.2-6. 

10. Способ лечения расстройства, включающий введение пациенту, нуждающемуся в таком лече-
нии, терапевтически эффективного количества соединения по п.1 или кристаллической формы по любо-
му из пп.2-6, где указанное расстройство выбрано из диабета, ожирения, метаболического синдрома, ин-
сульта, невропатической боли, ишемической кардиомиопатии, псориаза, гипертензии, склеродермии, 
остеоартрита, аневризмы, лихорадки, сердечно-сосудистого заболевания, болезни Крона, застойной сер-
дечной недостаточности, аутоиммунных заболеваний, ВИЧ-инфекции, ВИЧ-ассоциированной деменции, 
псориаза, идиопатического легочного фиброза, артериосклероза трансплантата, физически или химиче-
ски индуцированной травмы головного мозга, воспалительного заболевания кишечника, альвеолита, ко-
лита, системной эритематозной волчанки, нефрита, вызванного введением нефротоксической сыворотки, 
гломерулонефрита, астмы, рассеянного склероза, атеросклероза, васкулита, атероматозных бляшек, забо-
левания почек, ревматоидного артрита, рестеноза, венозной неоинтимальной гиперплазии, неоинтималь-
ной гиперплазии диализного трансплантата, интимальной гиперплазии артериовенозного шунта, послед-
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ствий трансплантации органов, хронической нефропатии аллотрансплантата, рака, венозной неоинти-
мальной гиперплазии, неоинтимальной гиперплазии диализного трансплантата и неоинтимальной гипер-
плазии артериовенозного шунта. 

11. Способ получения N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-
а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида, включающий: 

1) взаимодействие  с  при условиях AcONa, 50°C с получением ; 

2) взаимодействие  с (MeO)3CH при условиях AcOH, 70°C с получением ; 

3) превращение  при условиях  в ; 

4) взаимодействие  с  при кислотной обработке и затем 7,5% K2HPO4 с 

получением . 
 
 

Экспериментальная и симулированная порошковые дифрактограммы  
N-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-иламино)-2-

оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида (пример 5) 

 
Фиг. 1 
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DSC-анализ-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-а][1,3,5]триазин-4-
иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида,  

свободного основания формы N-1 (пример 5) 

 
Фиг. 2 

 
TGA-анализ-((1R,2S,5R)-5-(трет-бутиламино)-2-((S)-3-(7-трет-бутилпиразоло[1,5-a][1,3,5]триазин-4-

иламино)-2-оксопирролидин-1-ил)циклогексил)ацетамида,  
свободного основания формы N-1 (примере 5) 

 
Фиг. 3 
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