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OPIS IZUMA

Podrudje razmatranja izuma

Ovaj se izum odnosi na novitetne derivate tiomolibdata, metode njihovog dobivanja, farmaceutske kompozicije
novitetnih derivata tiomolibdata i metode koriStenja novitetnih derivata tiomolibdata u tretmanu ili prevenciji bolesti
koje su povezane s pojavom aberantne vaskularizacije, poremecaja metabolizma bakra, neurodegenerativnim
poremecajima, pretilo$¢u i poremecenom regulacijom NF-«B sustava.

Pozadina izuma

Vecina oblika raka proizlazi iz ¢vrstih tumorskih tvorbi (Shockley et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 1991, 617:367-382), koji
su obicno klinicki rezistentni na terapije kao $to je primjerice koriStenje monoklonalnih antitijela i imunotoksina. Anti-
angiogena terpaija za tretman raka razvijena je iz pretpostavke da ¢vrsti tumori zahtjevaju angiogenezu (npr. novo
stvaranje krvnih zila) za odrzivi rast (Folkman, Ann. Surg. 1972, 175:409-416; Folkman, Mol. Med. 1995, 1(2):120-
122; Folkman, Breast Cancer Res. Treat. 1995, 36(2):109-118; Hanahan et al., Cell 1996, 86(3):353-364). Pokazana je
ucinkovitost anti-angiogene terapije kod Zivotinjskih modela (Millauer et al., Cancer Res. 1996, 56:1615-1620;
Borgstrom et al., Prostate 1998, 35:1-10; Benjamin et al., J.Clin.Invest. 1999, 103:159-165; Marajver et al., Proceedings
of Special AACR Conference on Angiogenesis and Cancer 1998, Abstract #B-11, January 22-24). U nedostatku
angiogeneze, unutarnji slojevi stanica bivaju nedovoljno opskrbljeni hranom i kisikom. Nadalje, angiogeneza (npr.
aberantna vaskularizacija) je povezana s brojnim drugim vrstama oboljenja (primjerice, okularna neovaskularna bolest,
makularna degeneracija, reumatoidni artritis, itd.). U posljednje je vrijeme inhibicija angiogeneze dovedena u
neposredna vezu sa gubitkom adipoznog tkiva i tjelesne tezine kod Zivotinjskih modela, §to navodi na pomisao da anti-
angiogena terapija moze biti korisna kod prevencije gojaznosti (Rupnick et al., Proc.Natl. Acad. Sci 2002, 99:10730-
10735).

Nasuprot tome, normalno tkivo ne zahtjeva angiogenezu osim u posebnim okolnostima kao $to su primjerice
zacjeljivanje rane, poliferacija internih veza uterusa tijekom menstrualnog ciklusa, itd.). U skladu s reenim,
pretpostavka angiogeneze je znacajna razlika izmedu tumorske 1 normalne stanice. Vazno je za naglasiti da je ovisnost
tumorske stanice o angiogenezi u usporedbi s normalnom stanicom, kvantitativno ve¢a od razlike koja se pojavljuje kod
stani¢ne replikacije i stani¢ne smrti izmedu normalne i tumorske stanice, $to se ¢esto koristi kod terapije raka.

Angiogeneza zahtjeva bakar, kao $to je ve¢ i pokazano u nizu studija (Parke et al., Am.J Pathol. 1988, 69:475-482;
Gullino, Anticancer Res. 1986, 6(2):153-158). Poznati su slucajevi pokusaja da se prevenira angiogeneza, te time i rast
samog tumora kod Zivotinjskih modela putem reduciranja in vivo koli¢ina bakra (Brem et al., Neurosurgery 1990,
26:391-396; Brem et al., Am.J.Pathol. 1990, 137(5):1121-1142; Yoshida et al., Neurosurgery 1995, 37(2):287-295). Ovi
su slucajevi podrazumijevali inkorporiranje helatora bakra, kao i dijete sa smanjenim unosom bakra. U posljednje
vrijeme, u Brewer et al.,, Medunarodna prijava br. PCT/US99/20374 pokazano je da helatori bakra (npr.
tetratiomolibdat) mogu biti u¢inkoviti u tretiranju bolesti (primjerice ¢vrstih tumora) koje podrazumijevaju angiogenezu.
Pored indukcije angiogeneze, bakar moZe takoder imati neposrednu ulogu u rastu i opstanku tumorskih stanica. Visoke
razinc bakra postojc kako u plazmi, tako i u tumorskom tkivu pacijcnata s mnogim vrstama ¢vrstih tumora (Chakravarty
et al., J.Cancer.Res.Clin.Oncol. 1984, 108:312-315). U posljednje je vrijeme pokazano da tetramolibdat regulira
ekspresiju NF-kB kao $to i inhibira translokaciju u jezgru kod inflamatorne stani¢ne linije raka dojke SUM 149 (Pan et
al.m Cancer Res. 2002, 62:4854-4859). NF-kB sustav moze biti uklju¢en u u medijaciju opstanka stanica tumora, te se
zakljuCuje da regulacija ekspresije tumorskih stanica s tetramolibdatom navodi na neposredni uc¢inak helacije bakra na
opstanak tumora.

Shodno tome, novitetne tiomolibdat supstance koje su helatori bakra, potrebne su za cjelovito istrazivanje potencijala
helatora bakra u tretmanu 1/ili prevenciji angiogeneze i1 reduciranju vijabilnosti tumorskih stanica. Recene novitetne
tiomolibdat supstance mogu biti u¢inkovite u tretmanu razli¢itih bolesti koje su povezane s angiogenezom kao §to su
primjerice rak, poremecaji metabolizma bakra, neurodegenerativni poremecaji ili pretilost, kao 1 u tretiranju bolesti kao
§to su inflamatorni poremecaji kada je poremecena regulacija puta NF-kB.

Sazetak izuma

Ovaj izum zadovoljava razliCite terapijske potrebe putem omogucavanja novitetnih derivata tiomolibdata, metoda
dobivanja novitetnih derivata tiomolibdata; farmaceustkih kompozicija novitetnih derivata tiomolibdata, metoda
koristenja novitetnih derivata tiomolibdata i njihovih farmaceutskih kompozicija u tretmanu bolesti koje su povezane s
aberantnom vaskularizacijom, poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima, pretiloScu i
poremecajem u regulaciji NF-kB sustava.

U svom prvom aspektu, ovaj izum omogucava supstancu strukturne formule (I):
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ili njezin solvat ili hidrat ili N-oksid, koji je naznacen slijede¢im parametrima:

R!, R? R, R*, R’ R® i R” medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, supstituirani aril,
arilalkil, supstituirani arilalkil, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil,
heteroaril, supstituirani heteroaril, heteroarilalkil, supstituirani heteroarilalkil, heteroalkil ili supstituirani heteroalkil;

R* i R® medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, supstituirani aril, arilalkil, supstituirani
arilalkil, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil, heteroaril, supstituirani
heteroaril, heteroarilalkil, supstituirani heteroarilalkil, heteroalkil ili supstituirani heteroalkil ili pak nedostaju kada je N
dio aromatskog prstena;

opcionalno, R' i R? zajedno Cine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil;
opcionalno, R’ i R® zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil;

opcionalno, R' i R* zajedno, R* i R’ zajedno, i R* i R* zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili
supstituirani heteroalkildiil;

opcionalno, R’ i R® zajedno, R® i R’ zajedno, i R® i R® zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili
supstituirani heteroalkildiil;

opcionalno, R i R zajedno zajedno &ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil; i
Y_2 predstavlja (MOS4)_2, (M02812)-2, (MOzSg)—z, (M02S7)_2, (M0288)_2, (MOQS“)_z, (1\/‘[0286)_2 111 (MOQS]:‘,)-z;

uz uvjet da ako je Y (MoS4)'2 iRLREL R RY R RC,R7TIRE su jednaki, tada svaki od RLRL R RYRY RS, RTiR%ne
predstavlja vodik, metil, etil ili n-propil.

U svom drugom aspektu, ovaj izum omogucava farmaceutske kompozicije novitetnih derivata tiomolibdata.
Farmaceutske kompozicije uobic¢ajeno podrazumijevaju jedan ili vise derivata tiomolibdata, njihovih hidrata, solvata ili
N-oksida, kao i farmaceutski prihvatljivi diluent, nosa¢, ekscipijent i adjuvant. Njihov ¢e izbor ovisiti izmedu ostalog o
zeljenom nacinu aplikacije.

U svom tre¢em aspektu, ovaj izum omogucava metode tretiranja ili preveniranja bolesti koje su karakterizirane
aberantnom vaskularizacijom, poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima, pretilo$éu ili
poremeéajem u regulaciji NF-kB. Metode opcenito podrazumijevaju apliciranje terapeutski uéinkovite koli¢ine
novitetnih derivata tiomolibdata i/ili njihovih farmaceutskih kompozicija.

Kratak opis ilustracija

Tlustracija 1 pokazuje efekt bis(holin)tetratiomolibdata na produkciju endotelnih stanica;

Tlustracija 2 pokazuje da bis(holin)tetratiomolibdat ne inducira apoptozu u endotelnim stanicama;
Ilustracija 3 pokazuje da je bis(holin)tetramolibdat anti-angiogen u matrigel eseju

Tlustracija 4 pokazuje da bis(holin)tetramolibdat regulira sekreciju IL-8 iz konfluentnih endotelnih stanica;
Tlustracija 5 pokazuje da bis(holin)tetramolibdat regulira ekspresiju IL-8 iz aktiviranim monocita; i
Tlustracija 6 pokazuje da bis(holin)tetramolibdat uzrokuje smanjenje razine migjeg KC u plazmi.
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Detaljan opis izuma
Definicije

»Supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma“ je izraz koji se odnosi na supstance obuhvaéene strukturnom
formulom (1) koja se ovdje navodi i podrazumijeva sve specificne supstance koje su obuhvacene generickom formulom
¢ija je struktura ovdje navedena. Supstance mogu biti odredene ili svojom kemijskom strukturom i/ili svojim imenom.
Kada su kemijska struktura i kemijsko ime u konfliktu, kemijska struktura odreduje identitet supstance. Supstance koje
se razmatraju u ovom izumu mogu podrazumijevati jedan ili viSe kiralnih sredidta 1/ili dvostrukih veza, te stoga mogu
postojati kao stereizomeri, kao $to su izomeri s dvostrukim vezama (npr. geometrijski izomeri), enantiomeri ili
dijastereomeri. S skladu s re¢enim, kemijske strukture koje se ovdje navode podrazumijevaju sve moguce enantiomere i
stereoizomere prikazanih supstanci ukljucujuéi takoder i stereoizomerno Ciste forme (npr. geometrijski Ciste,
enantiomerno ¢iste ili dijastereizomerno ¢iste ) i enantiomerne i stereizomerne smjese. Supstance koje se razmatraju u
kontekstu ovog izuma mogu takoder postojati u nekoliko tautomernih formi. A skladu s recenim, kemijske strukture
koje su ovdje prikazane podrazumijevaju takoder izotopicki oznacene supstance gdje jedan ili vi§e atoma ima atomsku
masu koja je razli¢ita od atomske mase koja je uobiajeno prisutna u prirodi. Primjeri izotopa koji mogu biti
inkorporirani u supstance koje se razmatraju u ovom izumu podrazumijevaju, no istovremeno nisu ograni¢eni na, *H,
’H, C, C, PN, 0, *0, itd. Supstance koje se razmatraju u ovom izumu mogu postojati kako u solvatiziranom, tako i
u nesolvatiziranom obliku, podrazumijevajuéi takoder hidratirane forme i N-okside. Op¢enito uzevsi, hidrati, solvati i
N-oksidi su u kontekstu razmatranja ovog izuma. Pojedine supstance koje se razmatraju u ovom izumu mogu postojati u
multiplim kristalini¢nim ili amorfnim oblicima. Opcenito uzevsi, svi fizicki oblici su ekvivalentni za koriStenje u
kontekstu ovog izuma. Nadalje, treba razumjeti da kada su prikazane djelomicne strukture supstanci koje se razmatraju
u ovom izumu, zagrade ukazuju na mjesto dodira djelomi¢ne strukture na ostatak molekule.

»Alkil“ sam po sebi ili kao dio drugog supstituenta, odnosi se na zasiceni ili nezasiceni, razgranati, ravnolancani ili
ciklicki monovalnetni ugljikovodi¢ni radikal koji je dobiven uklanjanjem jednog atoma vodika od jednog atoma ugljika
u izvornom alkanu, alkenu ili alkinu. Uobiajena alkil grupa podrazumijeva, no istovremeno nije ogranic¢ena na, metil;
etile kao §to su etanil, etenil, etinil; propile kao $to su propan-1-il, propan-2-il, ciklopropan-1-il, prop-1-en-1-il, prop-1-
en-2-il, prop-2-en-1-il (alil), cikloprop-1-en-1-il; cikloprop-2-en-1-il, prop-1-in-1-il, prop-2-in-1-il, itd.; butile kao §to su
butan-1-il, butan-2-il, 2-metil-propan-1-il, 2-metil-propan-2-il, ciklobutan-1-il, but-1-en-1-il, but-1-en-2-il, 2-metil-
prop-1-en-1-il, but-2-en-1-il, but-2-en-2-il, buta-1,3-dien-1-il, buta-1,3-dien-2-il, ciklobut-1-en-1-il, ciklobut-1-en-3-il,
ciklobuta-1,3-dien-1-il, but-1-in-1-il, but-1-in-3-il, but-3-in-1-il, itd. i sli¢no.

Izraz ,,alkil” je specifi¢no usmjeren na grupe koje imaju bilo koji stupanj zasicenosti, primjerice grupe koje posjeduju
samo jednostruke C-C veze, grupe koje posjeduju jednu ili vise dvostrukih C-C veza, grupe koje posjeduju jednu ili vise
trostrukih C-C veza, kao i grupe koje posjeduju smjese jednostrukih, dvostrukih i trostrukih C-C veza. Tamo gdje se
navodi specifiéna razina zasicenosti, koriste se izrazi ,alkanil®, ,alkenil” i ,alkinil“. Preferabilno, alkilna grupa
podrazumijeva od 1 do 20 atoma ugljika. U boljem slu¢aju, podrazumijeva od 1 do 0 atoma ugljika, dok u najboljem
slu¢aju podrazumijeva od 1 do 6 atoma ugljika.

»Alkanil“ samostalno ili pak kao dio nckog drugog supstitucnta, odnosi sc na zasiéeni razgranati, ravnolancani ili
ciklicki alkil radikal koji je dobiven uklanjanjem jednog atoma vodika od jednog atoma ugljika u izvornom alkanu.
Uobi¢ajene alkanilne grupe podrazumijevaju, no istovremeno nisu ograni¢ene na, metanil; etanil; propanile kao §to su
propan-1-il, propan-2-il (izopropil), ciklopropan-1-il, itd.; butanile kao $to su butan-1-il, butan-2-il (sek-butil), 2-metil-
propan-1-il (izobutil), 2-metil-propan-2-il (t-butil), ciklobutan-1-il itd. i sli¢no.

»Alkenil® samostalno ili pak dio nekog drugog supstituenta, odnosi se na nezasi¢eni razgranati, ravnolancani ili cikli¢ki
alkil radikal koji posjeduje barem jednu C-C dvostruku vezu koja je dobivena uklanjanjem jednog atoma vodika od
jednog atoma ugljika u izvornom alkanu. Grupa moze biti ili u cis ili u trans konformaciji u odnosi na dvostruku(e)
vezu(e). Uobicajene alkenilne grupe podrazumijevaju, no istovremeno nisu ograni¢ene na, etenil; propenile kao §to su
prop-1-en-1-il, prop-1-en-2-il, prop-2-en-1-il (alil), prop-2-en-2-il, cikloprop-1-en-1-il, cikloprop-2-en-1-il; butenile kao
§to su but-1-en-1-il, but-1-en-2-il, 2-metil-prop-1-en-1-il, but-2-en-1-il, but-2-en-1-il, but-2-en-2-il, buta-1,3-dien-1-il,
buta-1,3-dien-2-il, ciklobut-1-en-1-il, ciklobut-1-en-3-il, ciklobuta-1,3-dien-1-il, itd. i sli¢no.

»Alkanil* samostalno ili pak dio nekog drugog supstituenta, odnosi se na nezasiceni razgranati, ravnolancani ili ciklicki
alkil radikal koji posjeduje barem jednu C-C trostruku vezu koja je dobivena uklanjanjem jednog atoma vodika od
jednog atoma ugljika u izvornom alkinu. Uobicajene alkinilne grupe podrazumijevaju, no istovremeno nisu ogranicene
na, etinil; propinile kao §to su prop-1-in-1-il, prop-2-in-1-il, itd.; butinile kao §to su but-1-in-1-il, but-1-in-3-il, but-3-in-
1-il, itd. 1 sli¢no.
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»Alkildiil“ samostalno ili pak dio nekog drugog supstituenta, odnosi se na zasi¢enu ili nezasienu razgranatu,
ravnolan¢anu ili cikli¢ku divalentnu ugljikovodi¢nu grupu koja je dobivena uklanjanjem jednog atoma vodika od svakog
od dva razli¢ita atoma ugljika u izvornom alkanu, alkenu ili alkinu.

Dva monovalentna radikalna centra ili svaka valencija divalentnog radikalnog centra mogu tvoriti veze s istim ili
razli¢itim atomima. Uobicajene alkildiil grupe podrazumijevaju, no istovremeno nisu ograni¢ene na metandiil; etildiile
kao §to su etan-1,1-diil, etan-1,2-diil, eten-1,1-diil, eten-1,2-diil; propildiile kao §to su propan-1,1-diil, propan-1,2-diil,
propan-2,2-diil, propan-1,3-diil, ciklopropan-1,1-diil, ciklopropan-1,2-diil, propan-1-en-1,1-diil, propen-1-en-1,2-diil,
propan-2-en-1,2-diil, propan-1-en-1,3-diil, ciklopropan-1-en-1,2-diil, ciklopropan-2-en-1,2-diil, ciklopropan-2-en-1,1-
diil, propan-1-in-1,3-diil, itd.; butildiile kao $to su butan-1,1-diil, butan-1,2-diil, butan-1,3-diil, butan-1,4-diil, butan-2,2-
diil, 2-metil-propan-1,1-diil, 2-metil-propan-1,2-diil, ciklobutan-1,1-diil; ciklobutan-1,2-diil, ciklobutan-1,3-diil, but-1-
en-1,1-diil, but-1-en-1,2-diil, but-1-en-1,3-diil, but-1-en-1,4-diil, 2-metil-prop-1-en-1,1-diil, 2-metaniliden-propan-1,1-
diil, buta-1,3-dien-1,1-diil, buta-1,3-dien-1,2-diil, buta-1,3-dien-1,3-diil, buta-1,3-dien-1,4-diil, ciklobut-1-en-1,2-diil,
ciklobut-1-en-1,3-diil, ciklobut-2-en-1,2-diil, ciklobuta-1,3-dien-1,2-diil, ciklobuta-1,3-dien-1,3-diil, but-1-in-1,3-diil,
but-1-in-1,4-diil, buta-1,3-diin-1,4-diil, itd. i sli¢no. Tamo gdje se navode specifiéne razine zasi¢enosti, koristi se
nomenklatura alkanildiil, alkenildiil i/ili alkinildiil. Preferabilno, alkildiil grupa je (C,-Cyp)alkildiil. U boljem sludaju ista
predstavlja (C,-Cjp)alkildiil, dok u najboljem slucaju predstavlja (C,-Ce)alkildiil. Preferiraju se zasiCene aciklicke
alkanildiil grupe u kojima su radikalni centri na terminalnim atomima ugljika, primjerice metandiil(metano); etan-1,2-
diil(etano); propan-1,3-diil(propano); butan-1,4-diil(butano); i slicno (takoder se odnosi na alkileno, definirano infra).

»Alkileno“ samostalno ili pak dio nekog drugog supstituenta, ravnolancanu alkildiil grupu koja posjeduje dva
terminalna monovalentna radikalna centra koji su dobiveni uklanjanjem jednog atoma vodika od svakog od dva
terminalna atoma ugljika u ravnolan¢anom u izvornom alkanu, alkenu ili alkinu. Uobicajene elkileno grupe
podrazumijevaju, no istovremeno nisu ograni¢ene na metano; etilene kao to su etano, eteno i etino; propilene kao $to su
propano, prop[1]eno, propa[ 1,2]dieno, prop[1]ino, itd.; butilene kao $to su butano, but[1]eno, but[2]eno, buta[1,3]dieno,
but[1]ino, but[2]ino, but[1,3]diino, itd. i slicno. Tamo gdje se navode specifine razine zasi¢enosti, koristi se
nomenklatura alkano, alkeno 1/ili alkino. Preferabilno, alkileno grupa je (C;-Cyalkileno. U boljem slucaju ista
predstavlja (C,-Cyg)alkileno, dok u najboljem slucaju predstavlja (C,-Ce)alkileno. Preferiraju se ravnolan¢ane zasi¢ene
alkano grupe, kao $to su primjerice metano, etano, propano, butano i sli¢no.

LAcil“ se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na radikal -C(O)R™, u kojem R* predstavlja
vodik, alkil, cikloalkil, cikloheteroalkil, aril, arilalkil, heteroalkil, heteroaril, heteroarilalkil kao $to su ovdje definirani.
Reprezentativni primjeri podrazumijevaju, bez da su istovremeni ograni¢eni na iste, formil, acetil, cikloheksilkarbonil,
cikloheksilmetilkarbonil, benzoil, benzilkarbonil i sli¢no.

LAcilamino® se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na radikal -NR*'-C(O)R¥, u kojem R*! i
R*? svaki zasebno i medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, cikloalkil, cikloheteroalkil, aril, arilalkil, heteroalkil,
heteroaril, heteroarilalkil kao §to su ovdje definirani. Reprezentativni primjeri podrazumijevaju, bez da su istovremeni
ogranieni na iste, formilamino, acetilamino, cikloheksilkarbonilamino, cikloheksilmetilkarbonilamino, benzoilamino,
benzilkarbonilamino i sli¢no.

,Alkoksi® se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na radikal -OR™, u kojem R* predstavlja
alkil ili cikloalkil grupu kao $to su ovdje definirane. Reprezentativni primjeri podrazumijevaju, bez da su istovremeni
ograniceni na iste, metoksi, etoksi, propoksi, butoksi, cikloheksiloksi i sli¢no.

Alkoksikarbonil* se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na radikal -C(O)OR**, u kojem R*
predstavlja alkil ili cikloalkil grupu kao $to su ovdje definirane.

ATl se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na monovalentni aromatski ugljikovodi¢ni radikal
koji je dobiven uklanjanjem jednog atoma vodika od jednog atoma ugljika iz izvornog aromatskog prstenastog sustava.
Uobitajene aril grupe podrazumijevaju, bez da su istovremeno ograni¢ene na, grupe koje su izvedene iz aceantrilena,
acenaftilena, acefenantrilenam antracena, azulena, benzena, krizena, koronena, fluorantena, fluorena, heksacena,
heksafena, heskalena, as-indacena, s-indacena, indana, indena, naftalena, oktacena, oktafena, oktalena, ovalena, penta-
2,4-diena, pentacena, pentalena, pentafena, perilena, fenalena, fenantrena, picena, pleadena, pirena, pirantrena, rubicena,
trifenilena, trinaftalena i slicno. U preferiranom slucaju, aril grupa podrazumijeva 6 do 20 atoma ugljika, dok u
najboljem slucaju podrazumijeva 6 do 12 atoma ugljika.

HArilalkil* se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na aciklicki alkil radikal u kojem je jedan
atom vodika koji je vezan na atom ugljika, uobi¢ajeno na terminalni ili sp’ atom ugljika, zamijenjen arilnom grupom.
Uobitajene arilalkil grupe podrazumijevaju, bez da su istovremeno ogranitene na, benzil, 2-feniletan- 1-il, 2-fenileten-1-
il, naftilmetil, 2-naftiletan-1-il, 2-naftileten-1-il, naftobenzil, 2-naftofeniletan-1-il 1 ali¢no. U slucajevima kada su
potrebne specifi¢ne alkil gradevne jedinice, koriste se izrazi arilalkanil, arilalkenil i arilalkinil. U preferiranom slucaju,
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arilalkil grupa je (Cg-Cyp)arilalkil, primjerice alkanil, alkenil ili alkinil jedinica arialkil grupe je (C,-C,p) 1 aril jedinica je
(C4-Cyp). U vise preferiranom slucaju arilalkil grupa je (Ce-Coo)arilalkil, primjerice alkanil, alkenil ili alkinil jedinica
arialkil grupe je (C;-C8) 1 aril jedinica je (Cs-C1n).

,»Cikloalkil*“ se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na zasiceni ili nezasic¢eni ciklicki alkil
radikal. U sluc¢ajevima kada je potrebna specificna razina zasi¢enosti, koristi se nomenklatura ,.cikloalkanil® ili
»Cikloalkenil“. Uobi¢ajene cikloalkil grupe podrazumijevaju, bez da su istovremeno ogranitene na, grupe koje su
dobivene iz ciklopropana, ciklobutana, ciklopentana, cikloheksana i sli¢no. U preferiranom sluc¢aju cikloalkil grupa je
(C5-Cyp)cikloalkil, a u jos boljem sludaju (C;-C5)cikloalkil.

,»Cikloheteroalkil se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na zasiceni ili nezasi¢eni ciklicki
alkil radikal u kojem su jedan ili viSe atoma ugljika (kao i svi obliznji atomi vodika) neovisno zamijenjeni jednakim ili
razli¢itim heteroatomom. Uobicajeni heteroatomi koji zamjenjuju atom(e) ugljika podrazumijuevaju, bez da su
istovremeno ograni¢ene na, N, P, O, S, Si itd. U slu¢ajevima kada je potrebna specifi¢na razina zasic¢enosti, koristi se
nomenklatura ,cikloheteroalkanil ili ,,cikloheteroalkenil®“. Uobi¢ajene cikloheteroalkil grupe podrazumijevaju, bez da
su istovremeno ogranic¢ene na, grupe koje su dobivene iz epoksida, azirina, tiirana, imidazolidina, morfolina, piperazina,
piperidina, pirazolidina, pirolidina, kvinuklidina i sli¢no.

Heteroalkil, Heteroalkanil, Heteroalkenil, Heteroalkanil, Heteroalkildiil i Heteroalkileno® se samostalno ili pak kao
dijelovi nekog drugog supstituenta odnose na alkil, alkanil, alkenil, alkinil, alkildiil i alkileno grupe, u kojima su jedan
ili viSe atoma ugljika (kao i svi pridruzeni atomi vodika) neovisno zamijenjeni jednakim ili razli¢itim hereatomskim
grupama. Heteraotomske grupe koje se mogu ubrajati u re¢ene grupe podrazumijevaju, bez da su istovremeno
ogranifene na, -O-, -S-, -0-0-, -8-8-, -0-S-, -NR¥R*-, =N-N=, -N=N-, -N=N-NR*R**  -PR¥, -P(0),-, -POR¥-, -O-
P(O),-, -0S-, -SO,-, -SnR*R*- i sli¢no, gdje R, R*, R, R*, R¥, R*, NR* i R* medusobno neovisno predstavljaju
vodik, alkil, supstitituirani alkil, arilalkil, supstitituirani arilalkil, cikloalkil, supstitituirani cikloalkil, cikloheteroalkil,
supstitituirani cikloheteroalkil, heteroalkil, supstitituirani heteroalkil, heteroarilalkil ili supstitituirani heteroarilalkil.

~.Heteroaril“ se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na monovalentni heteraotomski radikal koji
je dobiven uklanjanjem jednog atoma iz jednog atoma ugljika izvornog heteroaromatskog prstenastog sustava.
Uobicajene heteroaril grupe podrazumijevaju, no s tim da nisu istovremeno i ograni¢ene na, grupe koje su dobivene iz
akridina, arsindola, karbazola, -karbolina, kromana, kromena, cinolina, furana, imidazola, indazola, indola, indolina,
indolizina, izobenzofurana, izokromena, izoindola, izoindolina, izokvinolina, izotiazola, izoksazola, naftiridina,
oksadiazola, oksazola, perimidina, fenantridina, fenantrolina, fenazina, ftalazina, pteridina, purina, pirana, pirazina,
pirazola, piridazina, piridina, pirimidina, pirola, pirolizina, kvinazolina, kvinolina, kvinolizina, kvinoksalina, tetrazola,
tiadiazola, tiazola, tiofena, triazola, ksantena i sli¢no. U preferiranom slu¢aju, heteroaril grupa je 5-20 ¢lanski heteroaril.
Heteroaril grupe koje se preferiraju su one dobivene iz tiofena, pirola, benzotiofena, benzofurana, indola, piridina,
kvinolina, imidazola, oksazola i pirazina.

~Heteroarilalkil“ se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na aciklicki alkil radikal u kojem je
jedan od vodikovih atoma koji je vezan na atom ugljika, uobi¢ajeno terminalni ili sp’ atom ugljika, zamijenjen s
heteroaril grupom. U slu¢ajevima kada su potrebne specifiéne alkil gradevne jedinice, koriste sc izrazi heteroarilalkanil,
heteroarilalkenil i/ili heteroarilalkinil. U preferiranom sluéaju, heteroarilalkil grupa je 6-30 ¢lanski heteroarilalkil,
primjerice alkanil, alkenil ili alkinil jedinica heteroarilalkila koji je 1-8 €lanski i heteroaril jedinica je 5-12 ¢lanski
heteroaril.

»lzvorni aromatski prstenasti sustav™ se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na nezasiceni
ciklicki ili policiklicki prstenasti sustav koji podrazumijeva konjugirani r elektronski sustav. Specifi¢no se pod re¢enim
izrazom podrazumijevaju fuzionirani prstenasti sustavi i kojima je jedan ili vi$e prstenova aromatsko i u kojima je jedan
ili vise prstenova zasic¢eno ili nezasi¢eno, kao §to su primjerice fluoren, indan, inden, fenalen itd. Uobicajeni izvorni
aromatski prstenasti sustavi podrazumijevaju, no s tim da nisu istovremeno i ograni¢eni na, aceantrilen, acenaftalen,
acfenantrilen, antracen, azulen, benzen, krizen, korenen, fluoranten, fluoren, heksacen, heksafen, heksalen, as-indacen,
s-indacen, indan, inden, naftalen, oktacen, oktafen, oktalen, ovalen, penta-2,4-dien, pnetacen, pentalen, pentafen,
perilen, fenalen, fenantren, picen, plejaden, piren, pirantren, rubicen, trifenilen, trinaftalen i sli¢no.

»lzvorni heteroaromatski prstenasti sustav® se samostalno ili pak kao dio nekog drugog supstituenta odnosi na izvorni
aromatski prstenasti sustav u kojem je jedan ili vi§e atoma ugljika (podrazumijevajuci takoder i pridruzene atome
vodika) zamijenjeno sa jednakim ili razli¢itim heteroatomima. Uobi¢ajeni heteroatomi koji zamjenjuju atome ugljika
podrazumijevaju, no s tim da nisu istovremeno i ograni¢eni na, N, P, S, O, Si itd. Specifi¢no su definicijom ,,izvorni
heteroaromatski prstenasti sustav* obuhvaceni takoder i fuzionirani prstenasti sustavi u kojima je jedan ili vise
prstenova aromatsko, i jedan ili vi$e prstenova je zasiceno ili nezasi¢eno kao $to su primjerice arsindol, benzodioksan,
benzofuran, kroman, kromen, indol, indolin, ksanten itd. Uobifajeni izvorni heteroaromatski prstenasti sustavi
podrazumijevaju, s tim da nisu istovremeno i ograni¢eni na, arsindol, karbazol, B-karbolin, kroman, kromen, cinolin,
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furan, imidazol, indazol, indol, indolin, indolizin, izobenzofuran, izokromen, izoindol, izoindolin, izokvinolin, izotiazol,
izoksazol, naftiridin, oksadiazol, oksazol, perimidin, fenantridin, fenantrolin, fenazin, ftalazin, pteridin, purin, piran,
pirazin, pirazol, piridazin, piridin, pirimidin, pirol, pirolizin, kvinazolin, kvinolin, kvinolizin, kvinoksalin, tetrazol,
tiadiazol, tiazol, tiofen, triazol, ksanten i sli¢no.

~Farmaceutski prihvatljiva sol“ se odnosi na sol supstance koja se razmatra u kontekstu ovog izuma, koja pokazuje
Zeljenu farmakolosku aktivnost izvorne supstance. Takve soli podrazumijevaju: (1) kiselinske adicijske soli, koje su
formirane s anorganskim kiselinama kao $to su klorovodi¢na kiselina, bromovodi¢na kiselina, sumporna kiselina,
dusi¢na kiselina, fosforna kiselina i sli¢no; ili su formirane s organskim kiselinama kao §to su octena kiselina,
propionska kiselina, heksanoi¢na kiselina, ciklopentanpropionska kiselina, glikolna kiselina, piruvi¢na kiselina, mlije¢na
kiselina, malonska kiselina, sukcinska kiselina, maleinska kiselina, malinska kiselina, fumarna Kkiselina, tartarna
kiselina, limunska kiselina, benzoi¢na kiselina, 3-(4-hidroksibenzoil)benzoi¢na kiselina, cimetna kiselina, bademska
kiselina, metansulfonska kiselina, etansulfonska kiselina, 1,2-etan-disulfonska Kkiselina, 2-hidroksictansulfonska
kiselina, benzensulfonska kiselina, 4-klorbenzensulfonska kiselina, 2-naftalensulfonska kiselina, 4-toluensulfonska
kiselina, kamforsulfonska kiselina, 4-metilbiciklo[2.2.2]-okt-2-en-1-karboksili¢na kiselina, glukoheptonska kiselina, 3-
fenilpropionska kiselina, trimetiloctena kiselina, tercijarna butiloctena kiselina, lauril sumporna kiselina, glukonska
kiselina, glutaminska kiselina, hidroksinaftoi¢na kiselina, salicilna kiselina, stearinska kiselina, mukonska kiselina i
sli¢no; ili (2) soli koje bivaju formirane kada kiselinski proton koji je prisutan u izvornoj supstanci biva zamjenjen s
metalnim ionom, primjerice alkalni metalni ion, alkalni zemni ion ili aluminij ion; ili koordinati s organskom bazom kao
§to je etanolamin, dietanolamin, trietanolamin, N-metilglukamin i sli¢no.

~Farmaceutski prihvatljivi nosa¢“ se odnosi na diluent, adjuvant, ekscipijent ili nosa¢ uz pomo¢ kojeg supstanca koja se
razmatra u kontekstu ovog izuma biva aplicirana.

»Pacijent” podrazumijeva ljudsko bice. Izraz ,.,humani® i ,,pacijent” se ovdje koriste u jednakom znacenju.

~Prevencija® ili ,,preveniranje™ se odnosi na redukciju rizika dobivanja bolesti ili poremecaja (npr. uzrokuje da se barem
jedan od klini¢kih simptoma bolesti ne razvije kod pacijenta koji moze biti izloZen ili predisponiran za re¢enu bolest, no
do sada jo$ nije pokazao ili razvio simptome re¢ene bolesti).

~Profarmaceutik® se odnosi na derivat molekule lijeka koji podrazumijeva transformaciju u tijelu u svrhu dobivanja
aktivnog lijeka. Profarmaceutici su ¢esto, iako ne nuzno, farmakoloski inaktivni sve do trenutka konvertiranja u izvorni
oblik aktivnog lijeka. Lijek koji sadrZava skupinu hidroksil moZe primjerice biti konvertiran u sulfonat, ester ili karbonat
koji moze biti hidroliziran in vivo u svrhu omogucavanja hidroksilne supstance. Lijek koji podrazumijeva amino
skupinu moZe primjerice biti konvertiran u karbamat, amid, enamin, imin, N-fosfonil, N-fosforil ili N-sulfenil
profarmaceutik, koji moze biti hidroliziran in vivo u svrhu omoguéavanja amino supstance. Lijek koji podrazumijeva
karboksilicnu kiselinu moze biti konvertiran u ester (podrazumijevajuci takoder i silil estere i tioestere), amid ili
hidrazid profarmaceutik, koji moZe biti hidroliziran in vivo u svrhu omogucéavanja reCene supstance. Profarmaceutici
lijekova Cije se funkcionalne skupine razlikuju od naprijed navedenih su dobro poznate struénjacima iz ovog podrucja
Znanosti.

~Proelement™ se odnosi na oblik protektivne skupine koja kada se koristi da maskira funkcionalnu grupu unutar
molekule lijeka, konvertira lijek u profarmaceutik. Uobi¢ajeno ¢e proelement biti vezan uz lijek via veze(a) koje bivaju
cijepane in vivo enzimatskim ili ne-enzimatskim putem.

~Protektivna skupina® se odnosi na grupirane atome koji kada su pridruzeni reaktivnoj funkcionalnoj grupi v molekuli,
maskiraju, reduciraju ili preveniraju reaktivnost funkcionalne grupe. Primjeri protektivnih skupina mogu se pronaci u
Green et al., ,,Protective Groups in Organic Chemistry* (Protektivne skupine u organskoj kemiji), (Wiley, 2nd ed. 1991)
i Harrison et al., ,,Compendium of Synthetic Organic Methods* (Priru¢ni pregled sintetskih organskih metoda), Vol 1-8
(John Wiley 1 sinovi, 1971-1996). Reprezentativne amino protektivne skupine podrazumijevaju, no nisu istovremeno i
ograni¢ene na, formil, acetil, trifluoroacetil, benzil, benziloksikarbonil (,,CBZ), terc-butoksikarbonil (,,Boc*),
trimetilsilil (,,TMS®), 2-trimetilsilil-etansulfonil (,,SES®), tritil i supstituirane tritil skupine, aliloksikarbonil, 9-
fluorenilmetiloksikarbonil (,FMOC®), nitro-veratriloksikarbonil (,L,NVOC*) i slino. Reprezentativne hidroksi
protektivne skupine podrazumijevaju, no nisu istovremeno i ograni¢ene na, one grupe u kojima je hidroksi grupa ili
acilirana ili alkilirana, kao $to su primjerice benzil, te tritil eteri i alkil eteri, tetrahidropiranil eteri, trialkilsilil eteri 1 alil
eteri.

»Supstituirani® se odnosi na skupinu u kojoj je jedan ili vise atoma vodika neovisno zamijenjen jednakim ili razli¢itim
supstituentima. Uobiajeni supstituenti podrazumijevaju, no nisu istovremeno i ograni¢eni na, -M, -R®, -0, =0, -OR®’,
-S7, =S, -NRR®', =NR", -CF;, -CN, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, =N,, -N3, -(0),0", -S(0),0H, -S(0),R", -0S(0,)0, -
0S(0),R%, -P(0)(0),, -P(O)(OR*)(0"), -OP(O)(OR®)(OR®), -C(O)OR®, -C(S)ORY, -C(O)OR®, -C(O)NR¥R®, -
C(0)O, -C(S)ORY, -NRZC(O)NRPR®', -NR“C(S)OR®R®' | -NRZC(NR®)NR®R®! i ~C(NR®*)OR®R®' s tim da vrijedi
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da je M neovisno halogen; OR®, R®", R® i R*, medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil,
alkoksi, supstituirani alkoksi, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil, aril,
supstituirani aril, heteroaril ili supstituirani heteroaril, ili opcionalno P*° i R®' zajedno s atomo dugika za kojeg su vezani
¢ine cikloheteroalkil ili supstituirani cikloheteroalkil prsten; i R** i R® medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil,
supstituirani alkil, aril, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil, aril,
supstituirani aril, heteroaril ili supstituirani heteroaril, ili opcionalno P** i R® zajedno s atomo dusika za kojeg su vezani
¢ine cikloheteroalkil ili supstituirani cikloheteroalkil prsten. U preferiranom slu¢aju, supstituenti podrazumjevaju -M, -
R®, =0, -ORY, -SR®, -§", =S, -NR®R®!, =NR®’, -CF;, -CN, -OCN, -SCN, -NO, -NO,, =N, -N;, -S(O),R*", -0S(0,)0,
-0OS(0),R%, -P(0)(O),, -P(O)(OR®)(0"), -OP(O)(OR))OR®), -C(OYOR®, -C(S)ORY, -C(OYORY, -C(O)NR*R?, -
C(0)0", -NRZC(O)NRUR®, u boljem slutaju -M, -R®’, =0, -OR®, -SR®’, -NR®R®', -CF;, -CN, -NO,, -S(0),RY, -
P(O)(OR®)(0), -OP(0)(OR®)(OR®"), -C(O)OR®, -C(O)R®, -C(O)NR¥R®', -C(0)O, dok u najboljem slucaju
podrazumijevaju -M, -R*’, =0, -OR%, -SR®, -NR*R®', -CF;, -CN, -NO,, -S(0),R*, -OP(0)(OR®)(OR®"), -C(O)OR?’, -
C(O)R®, -C(0)0, s tim da vrijedi da su R®, R®" i R® naznageni kao §to je to naprijed definirano.

»Tretiranje” ili ,tretman® bilo koje bolesti ili poremecaja odnosi se u jednom aspektu na amelioriranje bolesti ili
poremecaja (npr. arest ili redukcija razvoja bolesti ili barem jednog njezinog klini¢kog simptoma). U drugom aspektu,
Hretiranje® ili , tretman® odnosi se na amelioriranje barem jednog fizickog parametra, koji ne mora nuzno biti naglasen
od strane pacijenta. U jo$ jednom slijedeCem aspektu, ,tretiranje® ili ,tretman® odnosi se na inhibiranje bolesti ili
poremecaja, i to ili fizicki (npr. stabilizacija simptoma), fizioloski (npr. stabilizacija fizickog parametra) ili oboje. U
slijede¢em aspektu, ,,tretiranje™ ili ,,tretman® odnosi se na odgadanje iskaza bolesti ili poremecaja.

»Terapeutski u¢inkovita koli¢ina® je izraz koji se odnosi na koli¢inu supstance koja kada je aplicirana pacijentu u svrhu
tretiranja bolesti, je dovoljna da utjeCe na pozitivni razvoj klinicke slike. ,, Terapeutski u¢inkovita koli¢ina®“ ¢e varirati u
ovisnosti o supstanci koja se aplicira, o bolesti i pridaju¢em stupnju ozbiljnosti stanja koje se tretira, o starosnoj dobi
pacijenta, tjelesnoj teZini itd. pacijenta koji se izlaze tretmanu.

U nastavku se daje detaljan opis preferiranih aspekata ovog izuma, §to ne treba razumjeti kao pokuSaj limitiranja
konteksta razmatranja ovog izuma. Nasuptrot tome, namjera nam je prikazati alternative, modifikacije i ekvivalente koji

ulaze u kontekst razmatranja ovog izuma, kao $to je to definirano u patentnim zahtjevima.

Supstance strukturne formule (I)

U prvom aspektu, supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma podrazumijevaju supstancu strukturne formule

D:

i a
R &7

{d

ili njezin solvat ili hidrat ili N-oksid, koji je naznacen slijede¢im parametrima:

R', R%, R’, R*, R’, R® i R’ medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, supstituirani aril,
arilalkil, supstituirani arilalkil, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil,
heteroaril, supstituirani heteroaril, heteroarilalkil, supstituirani heteroarilalkil, heteroalkil ili supstituirani heteroalkil;

R* i R® medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, supstituirani aril, arilalkil, supstituirani
arilalkil, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil, heteroaril, supstituirani
heteroaril, heteroarilalkil, supstituirani heteroarilalkil, heteroalkil ili supstituirani heteroalkil ili pak nedostaju kada je N
dio aromatskog prstena;

opcionalno, R' i R? zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil;
opcionalno, R*iR® zajedno Cine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil;
opcionalno, R' i R” zajedno, R” i R zajedno, i R” i R* zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili
supstituirani heteroalkildiil;

opcionalno, R’ i R® zajedno, R® i R” zajedno, i R® i R® zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili
supstituirani heteroalkildiil;

opcionalno, R i R’ zajedno zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil; i
Y~ predstavlja (M0S,)?, (M0,S15)7, (M0,S5) %, (M0,S7)”, (M0,85), (M0,S1)7, (M0,S6) ili (M0,S15)%;

uz uvjet da akoje Y (MOS4)’2 iR, R% R, R, R, R, R7iR® su jednaki, tada svaki od R, R* R, RL R RGO, R7iR%ne
predstavlja vodik, metil, etil ili n-propil.

U drugom aspektu, Y predstavlja (MoS,)?. U slijede¢em aspektu R', R%, R*, R*, R°, R®, R” i R® ne predstavljaju alkil.

U jo§ jednom slijede¢em aspektu,
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RE-MNr-r® = Rﬁ—FV—RE
llqs 5 .

U preferiranom slucaju, Y predstavlja (MoS,)™>.

U jednom aspektu izuma, barem jedan od R!, R%, R* i R* ne predstavlja alkil. U slijede¢em aspektu R!, R* i R*
predstavljaju vodik, alkanil ili supstituirani alkanil. U preferiranom slu¢aju R', R? i R* predstavljaju vodik, metil ili etil.

U jo§ jednom slijede¢em aspektu, R' i R? predstavljaju alkanil. U preferiranom sluéaju, R' i R? predstavljaju metil ili
etil.

U jo¥ jednom slijedeéem aspektu, R' predstavlja alkanil, supstituirani alkanil, aril, supstituirani aril, arilalkil,
supstituirani arilalkil, cikloalkil ili supstituirani cikloalkil. U preferiranom slugaju, R' i R? predstavljaju zajedno
alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno, supstituirani heteroalkileno. U jo§ boljem slu¢aju, R' i R? predstavljaju
zajedno alkileno ili heteroalkileno.

U jo¥ jednom slijedecem aspektu, R' i R® zajedno predstavljaju, R* i R’ zajedno predstavljaju i R* i R* zajedno
predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno ili supstituirani heteroalkileno. U preferiranom sluéaju, R' i
R’ zajedno predstavljaju, R” i R? zajedno predstavljaju i R* i R* zajedno predstavljaju alkileno. U preferiranom sluéaju,

R'(R*)(R*)(RH)N posjeduje slijedecu strukturu:
(D

U jo§ jednom slijede¢em aspektu, R* i R’ zajedno predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno ili
supstituirani heteroalkileno. U preferiranom slu¢aju, R” i R zajedno predstavljaju alkileno ili heteroalkileno.

U jo§ jednom slijede¢em aspektu, R', R? i R* predstavljaju vodik, alkanil ili supstituirani alkanil i R* predstavlja alkil,
supstituirani alkil, alkanil, aril, arilalkil, cikloalkil ili R i R’ zajedno predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno,
heteroalkileno ili supstituirani heteroalkileno. U preferiranom slu¢aju, R', R* i R* predstavljaju metil ili etil i R?
predstavlja alkil, supstituirani alkil, alkenil, aril, arilalkil, cikloalkil ili R* i R’ zajedno predstavljaju alkileno ili
heteroalkileno. U preferiranom shu¢aju, R', R? i R* predstavljaju metil ili etil i R? predstavlja alkil, supstituirani alkil,
alkenil, aril, arilalkil ili cikloalkil.

U jo$ jednom slijedecem aspektu, R'(R*)(RY)(R*)N posjeduje slijedeéu strukturu:
NL—E”“GH N i I j _/L
— — M+
| . e *Nl“fﬂ"k . —N|+ OH «

L e

.
! o '

U jo& jednom slijede¢em aspektu, R'(R?)(R*)RHN posjeduje slijedecu strukturu:
[
—N|+ " DH

U jo$ jednom slijede¢em aspektu, R'(R*)(R)R*)N posjeduje slijedeéu strukturu:
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e

J

J

U jo§ jednom slijede¢em akpektu, R', R? i R* predstavljaju metil ili etil i R* i R’ zajedno predstavljaju alkileno i
heteroalkileno. U preferiranom slu¢aju, R'(R?)(R*)(R*)N posjeduje slijedeéu strukturu:

I OH
/;L_/”’H le"'\v.rov"‘“ Nf::__,.-f' PJ|+7<,HL_
L bl |
“hi'-'_-_ 2

I i i
- TJE‘\GWMNL_ d N;?éfl\]
I |
._N-|-_..
| O !
—N+f5%swﬂi+_, . i
Oz | —M+

f [ |
—N+ M+— —N+

| .
ar —P1+W[.,;+_

5
U jo§ jednom slijede¢em akpektu, R', R? i R* predstavljaju vodik i R’ predstavlja supstituirani alkil, cikloalkil ili
supstituirani heteroaril ili R” i R” zajedno predstavljaju alkileno. U jo§ jednom slijedeéem akpektu, R' i R” predstavljaju
alkanil i R® i R* predstavljaju alkil, aril, arilalkil ili alkileno. U preferiranom shu¢aju, R' i R* predstavljaju metil ili etil i
R? i R* predstavljaju alkil, supstituirani alkil, aril, arilalkil ili alkileno.
10

U jo§ jednom slijedecem aspektu, R'(R*)(RY)(R*N predstavljaju

L
)
EN+'£ N/ VJ:HN i
5. g
NH, ’

s tim da je R’ nazna¢en time da predstavlja smjesu ravnolandanih alkanil grupa koje posjeduju barem 8 atoma ugljika i
ne vise od 18 atoma ugljika.

10
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U jo$ jednom slijedeéem akpektu, R!, R? i R* predstavljaju vodik i R® predstavlja supstituirani alkil, supstituirani
heteroaril, cikloalkil ili alkileno. U preferiranom shugaju, R'(R*)(R*)(R*)N ima slijedeéu strukturu:

A
i NHa‘l'
3 vt_’ % +H 1,N .ﬂ" CH +H_3N —h."\.HI_I .

OH

U jo§ jednom slijede¢em akpektu, R' i R® zajedno predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno ili
supstituirani heteroalkileno, dok R predstavlja alkil i R* predstavlja vodik ili isti nedostaje. U preferiranom slucaju,
R'RHRHN ili R'(R*)(R*)RY)N imaju slijedeéu strukturu:

M+, | .
M N’+
i 2N B +HN
%J = L1 L@j

Sinteza supstanci koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma

Supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma mogu biti dobivene konvencionalnim sintetskim metodama koje
su prikazane na shematskim prikazima 1 i 2. Startni materijali i odgovarajuéi intermedijeri koji se koriste za
pripravljanje re¢enih supstanci su komercijalno dostupni ili pak mogu biti pripravljeni dobro poznatim sintetskim
postupcima. Tako primjerice, amonij tiomolibdat moZze biti nabavljen od poznatih dobavljac¢a kemijskih supstanci, kao
§to je npr. Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI1. Supstituirane amonijeve soli (npr. amonij hidroksid ili amonij
halidi) mogu takoder biti nabavljene iz komercijalnih izvora ili pak mogu biti sintetizirane koriStenjem dobro poznatih
sintetskih postupaka (Harrison et al., ,,Compendium of Synthetic Organic Methods® (Priru¢ni pregled sintetskih
organskih metoda), Vol 1-8 (John Wiley i sinovi, 1971-1996); ,Beilstein Handbook of Organic Chemistry* (Beilstein-
ov priru¢nih organske kemije), Beilstein Institut za organsku kemiju, Frankfuirt, Njemacka; Feiser et al., ,,Reagents for
Organic Synthesis™ (Reagensi u organskoj sintezi), Vol. 1-17, Wiley Interscience; Trost et al., ,,Comprehensive Organic
Chemistry” (Pregled organske kemije), Pergamon Press, 1991; ,,Theilheimer's Synthetic Methods of Organic
Chemistry™ (Theilheimer-ove sintetske metode u organskoj kemiji), vol. 1-45, karger, 1991; March, ,,Advanced Organic
Chemistry” (Napredna organska kemija), Wiley Interscience, 1991; Larock ,,Comprehensive Organic Transformations™
(Pregled organskih transformacija), VCH Publishers, 1989; Paquette, ,,Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis™
(Enciklopedija reagensa za organsku sintezu), John Wiley & sinovi, 1995). Ostale metode sinteze supstanci koje se
ovdje razmatraju 1/ili odgovarajucih startnih materijala su ili ve¢ dobro opisane ili su dobro poznate struénjacima iz
ovog podru¢ja znanosti. U skladu s reCenim, metode koje su prikazane na Shemama 1 i 2 treba smatrati vise
ilustrativnima nego opisnima.

Shema 1
B Wator / R’
RE-N--R O 5 (i), MoS, : RO-N+-RY| MoS,
R’ k el s

1 2 a

Kao $to je naprijed pokazano u Shemi 1, dodavanje kvaternarnog amonijevog hidroksida u tiomolibdat u prisustvu vode,
dovodi do razmjene kationa (ekvilibrij do produkta je postignut uklanjanjem hlapivog amonijaka) u svrhu dobivanja
zeljenog derivata tiomolibdata.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

HR P20050174 A2

Shema 2
=3 . B
Lb Aczetoritnile L
2 —f‘%‘*‘—ﬁ" w1 RE—:\P-H MoS,
R e
4 2 3

Kao $to je naprijed pokazano u Shemi 2, dodavanje kvaternarnog amonijevog halida u tiomolibdat u prisustvu
acetonitrila, dovodi do razmjene kationa (ekvilibrij do produkta je postignut formiranjem amonij halida) u svrhu
dobivanja Zeljenog derivata tiomolibdata.

Derivati tiomolibdata gdje su prisutne razli¢ite amonij jedinice mogu biti pripravljene iz supstanci 3 putem tretiranja s
jednim ekvivalentom drugog amonij elementa. Iz takve reakcije se moZze ofekivati da nastane statisticka smjesa
produkata.

Eseji za supstance koje se razmatraju u izumu

Za strucnjake c¢e biti pogodna €injenica da su in vivo 1 in vitro eseji korisni za mjerenje aktivnosti supstanci koje se
razmatraju u ovom izumu, i receni eseji su stoga vise ilustrativni nego opisni.

Esej za migraciju endotelnih stanica

Za migraciju endotelnih stanica, bunari se prevlace s kolagenom tip I (50 pg/mL) dodavanjem 200 pL otopine kolagena
po bunaru, nakon ¢ega slijedi inkubacija tijekom no¢i na 37°C. Potom se dodaje kemoatraktant (npr. FGF-2) u ukupnom
volumenu od 0.8 mL medija. Endotelne stanice kao Sto su primjerice humane endotelene stanice umbilikalne vene
(.,,HUVEC®) koje su prethodno bile tretirane tripsinom u svrhu odvajanja od monoslojne kulture, bivaju razrijedivane do
finalne koncentracije od oko 106 stanica/mL i to sa medijem koji je osloboden seruma, nakon ¢ega se 0.2 mL ove
stani¢ne suspenzije dfodaje u gornji prostor svakog bunara. Dodaju se inhibitori u gornje i donje dijelove bunara, nakon
¢ega se dopusta migracija tijekom slijede¢ih 5 sati u vlaznoj atmosferi na 37°C. Bunari se uklanjaju uz pomoé
DiffQuick®. Stanice koje nisu migrirale bivaju uklonjene iz gornjih prostora struganjem uz pomo¢ pamuéne lopatice,
nakon ¢ega se membrane odvajaju, postavljaju na podlogu za pretrazivanje, te mjere u visikonaponskom polju (400x) u
svrhu odredivanja broja stanica koje su migrirale.

Biolo3Kki esej za odredivanje anti-invazivne aktivnosti

Supstance i/ili farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma bivaju testirane na anti-invazivni
kapacitet. Sposobnost stanica kao $to su endotelne ili tumorske stanice (npr. PC-3 humane stanice karcinoma prostate)
da invadiraju kroz rekonstituiranu baznu membranu (Matrigel®) u eseju koji je poznat pod imenom Matrigel®
invazijski esej (Kleinman et al., Bichemistry 1986, 25:312-318; Parish et al., Int. J. Cancer 1992, 52:378-383).
Matrigel® predstavlja rekonstituiranu baznu membranu koja sadrzava kolagen tip 1V, laminin, heparan sulfat
proteoglikane kao $to je perlekan koji se veze na i lokalizira bFGF, vitronektin, kao i transformirajuci faktor-f3 rasta
(TGFB, urokinaza-tip plazminogen aktivator (uPA), tkivni plazminogen aktivator (tPA) i serpin koji je poznat kao
plazminogen aktivator inhibitor tip 1 (PAI-1)(Chambers et al., Canc.Res. 1995, 55:1578-1585). Rerultati koji su
dobiveni ovom esejom za supstance koje su usmjerene na ekstracelulamne receptore ili enzime se mogu oubi¢ajeno
predvidjeti u odnosu na u¢inkovitost istih supstanci in vivo (Rabbani et al., 1995, Int. J. Cancer 63:840-845).

Takvi eseji koriste insertate tkivnih kultura. Invazivne stanice su definirane kao stanice koje imaju sposobnost prolaska
kroz Matrigel® i kroz gomji dio polikarbonatne membrane, te da adheziraju na dno membrane. Bunari (Costar) koji
sadrzavaju polikarbonatne membrane (8.0 pm veli¢ina pore) bivaju prevuceni s Matrigel® (Collaborative Research) koji
je prethodno razrijeden sa sterilnim PBS do finalne koncentracije od 75 pg/mL (60 pL razrijedenog Matrigel® po
insertu) i potom smjesten u bunare na plati od njih 24. Membrane se izlazu susenju tijekom noéi u bioloski sigurnom
prostoru, potom rehidriraju dodavanjem 100 nL. DMEM koji sadrzava antibiotike tijekom 1 sat na stolu za tresnju.
DMEM se uklanja iz svakog inserta aspiriranjem i nakon toga se dodaje po 0.8 mL DMEM/10% FBS/antibiotik u svaki
pojedini bunar na nalin da je popunjen donji prostor bunara. Na vrh se dodaje svjezi DMEM/antibiotik (100 pL),
humani Glu-plazminogen (5 pg/mL) kao i svaki inhibitor koji je namijenjen za testiranje. Stanice koje su namijenjene za
testiranje bivaju tripsinizirane i resuspendirane u DMEM/antibiotik, potom se dodaju na vrh bunara u finalngj
koncentraciji od 800,000 stanica/mL. Finalni volumen gornjih prostora je prilagoden na koli¢inu od 200 pL. Ploca se
potom inkubira na u vlaznoj 5% CO, atmosferi tijekom 72 sata. Nakon inkubacije, stanice se fiksiraju i bojaju uz
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koristenje DikkQuick® (Giemsa boja) nakon ega se gornji prostor ostruze uz pomo¢ pamucne lopatice u svrhu
uklanjanja Matrigel® i svake stanice koja nije invadirala kroz membranu. Membrane se odvaavju od podloge uz pomoé
X-acto® koja se nanosi na prereze uz koristenje Permount®, nakon ¢ega slijedi pretrazivanje u visokonaponskom polju
(400x%). Prosje¢na vrijednost invadiranih stanica izvedena je iz vrjednosti za 5-10 polja koja je izrazena kao funkcija
koncentracije inhibitora.

Eseji formiranja tunela za mjerenje anti-angiogene aktivnosti

Supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma mogu biti testirane na anti-angiogenu aktivnost i jednom od dva
razli¢ita eseja in vitro. Endotelne stanice, kao $to su primjerice humane endotelene stanie iz umbilikalne vene
(,,HUVEC®) ili humane mikrovaskularne endotelne stanice (,, HMVEC®) koje mogu biti pripravljene ili su komercijalno
dostupn, mijesaju se pri koncentraciji od 2 x 107 stanica/mL s fibrinogenom (5 mg/mL u otopini fosfatnog pufera
(,,PBS*™) u 1:1 (v/v) omjeru. Dodaje se trombin (5 jedinica/mL finalne koncentracije) nakon ¢ega se smjesa odmah
prenosi na sustav od 24 bunara (0.5 mL po bunaru). Potom se dopusta formiranje fibrinskog gela, nakon ¢ega se u
bunare dodaju VEGF 1 bFGF (svaki u 5 ng/mL finalne koncentracije) zajedno sa test supstancom. Stanuce se inkubiraju
na 37°C u 5% CO2 tijekom 4 dana pri ¢emu se stanice u svakom pojedina¢nom bunaru prebrojavaju i klasificiraju u
grupe: okrugle, produljene bez ogranaka, produljene s ograncima ili produljene s 2 ili viSe ogranaka. Rezultati se
izraZavaju kao prosje¢na vrijednost rezultata dobivenih iz 5 razliCitih bunara za svaku od koncentracija supstance.
Uobi¢ajeno je da u prisustvu angiogenih inhibitora, stanice zadrzavaju ili okrugli oblik, ili formiraju nediferencirane
tunele (npr. 0 ilil ogranak). Ovaj esej se u okvirima struke prepoznaje kao metoda za odredivanje angiogene (ili anti-
angiogene) ucinkovitosti in vivo (Min et al., Cancer Res. 1996 56:2428-2433).

U alternativnom eseju, tuneli endotelnih stanica se uoCavaju u slucaju kada su endotelne stanice kultivirane na
Matrigel® (Schapner et al., J. Cell. Physiol. 1995 165:107-118). Endotelne stanice (1x10* stanica/bunar) bivaju
transferirane na Matrigel® oblozene ploce koje sadrzavaju po 24 bunara, a formiranje tunela se deSava nakon oko 48
sata. Inhibitori se testiraju dodavanjem ili u isto vrijeme s endotelnim stanicama ili u razli¢ito vrijeme. Formiranje tunela
se takoder moze i stimulirati dodavanjem angiogenog faktora rasta kao Sto je primjerice bFGF ili VEGT, reagensa koji
stimuliraju diferencijaciju (npr. PMA) ili njihove kombinacije.

Ovaj esej modelira angiogenezu na nadin da predstavlja odredeni tip bazne membrane endotelnih stanica, kao §to je sloj
matriksa ¢ije se endotelne stanice koje migriraju i diferenciraju se, mogu prvo oekivati da budu zabiljeZene brojacem.
Pored vezanih faktora rasta, komponente matriksa koje su uocene u Matrigel® (te u baznim membranama in situ) ili
njihovi proteoliti¢i produkti mogu takoder djelovati stimulativno na formiranje tunela endotelnih stanica, $to ovaj model
¢ini komplementarnim modelu fibrin gel angiogeneze koji je naprijed opisan (Blood et al., Biochim.Biophys.Acta 1990,
1032:89-118; Odedra et al., Pharmac. Ther. 1991, 49:111-124). Susptance koje se razmatraju u ovom izumu inhibiraju
formiranje tunela nedotelnih stanica u oba eseja, $to navodi na ¢injenicu da Ce re€ene supstance imati takoder i anti-
angiogeno djelovanje.

Eseji za inhibiciju proliferacije

Sposobnost supstanci kojc sc razmatraju u ovom izumu da inhibiraju prolifcraciju enditclnih stanica moZc biti odredena
u formatu ploce od 96 bunara. Koristi se kolagen tip I (Zelatina) za prevladenje bunara (0.1-1 mg/mL u PBS, 0.1 mL po
bunaru tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi). Nakon ispiranja ploce (3 x voda/PBS), 3-6,000 stanica se nasaduje po
bunaru, nakon ¢ega se dopusta zdruzivanje tijekom 4 sata (37°C/5% CO,) u mediju endotelnog rasta (EGM; Clonetics)
ili mediju M199 koji sadrzava 0.1-2% FBS. Medjj i netaknute stanice se uklanjaju nakon 4 sata nakon ¢ega se u bunare
dodaje svjezi medij koji sadrzava bFGF (1-10 ng/mL) ili VEGF (1-10 ng/mL). Supstance koje se podvrgavaju testiranju
se dodaju posljednje, nakon ¢ega se ploca inkubira (37°C/5% CO2) tijekom 24-48 sati. MTS (Promega) s¢ dodaje u
svaki od bunara nakon &ega slijedi inkubacija tijekom 1-4 sata. Potom se myjeri absorbancija na 490 nm koja je
proporcionalna broju stanica, u svrhu odredivanja razlika u razini proliferacije izmedu kontrolnih bunara i onih koji
sadrzavaju test supstance. Sli¢an se esej moze koristiti sa kultiviranim adherentnim tumorskim stanicama. Medutim,
kolagen moze nedostajati u tom slu¢aju. Tumorske stanice (npr. 3000-10000(bunar) se nasaduju i pustaju odstajati
tijekom noc¢i. Potom se u bunare dodaje medij osloboden od seruma i stanice se sinhroniziraju tijekom 24 sata. Potom
se u svaki bunar dodaje medij koji sadrzava 10% FBS u svrhu stimuliranja proliferacije. Supstance koje se testiraju
stavljaju se u neke od bunara. Nakon 24 sata, dodaje se MTS i esej se razvija i ofitava na nacin koji je naprijed opisan.
Sli¢na metodologija moze takoder biti koriStena u svrhu evaluiranja u¢inaka supstanci koje se razmatraju u ovom izumu
na proliferaciju drugih stabi¢nih tipova , podrazumijevajuci takoder tumorske stanice, s tim da se nece koristiti VEGF 1
bFGF za stimulaciju rasta stanica. Ukoliko postoji dokaz anti-proliferativne aktivnosti, indukcija apoptoze moze biti
mjerena koriStenjem TumorTACS (Genzime).
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Eseji za mjerenje citoksi¢nosti

Citotoksi¢ni efekti supstanci koje se razmatraju u ovom izumu mogu biti odredeni za razli¢ite staniéne tipove
podrazumijevajuéi takoder i tumorske stanice, endotelne stanice, fibroblaste i makrofage.

Tipican esej ¢e podrazumijevati nasadivanje stanica u gusto¢i od 5-10000 stanica po bunaru u 96-bunarskoj ploci.
Supstance koje se testiraju dodaju se u razli¢itim koncentracijama i potom se inkubiraju sa stanicama tijekom 24 sata.
Potom se stanice ispiru 3x s medijem. U svrhu provedbe eseja citotoksi¢nosti (mjerenje lize stanica), koristi se Promega
96-bunarski komplet opreme.

Model kornealne angiogenze

Protok koji se u ovom slucaju koristi je u osnovi identi¢an sa onim koji se opisuje u Volpert et al., J.Clin.Invest. 1996,
98:671-679. Ukratko, Zenke Fischer $takora (120-140 g) se anesteziraju, te jedinice (5 pl) koje se sastoje od Hydron®,
bFGF (150 nM) i supstance koja se testira bivaju implantirane putem si¢usnih incizija u korneu 1.0-1.5 mm od limbusa.

Neovaskularizacija se mjeri na 5. i na 7. dan nakon implantacije. Na 7. dan, Zivotinje bivaju anestezirane i infuzijom im
se unosi boja kao §to je koloidalni ugljik u svrhu bojanja krvnih Zila. Zivotinje potom bivaju eutanazirane, njihove
roZznice bivaju fiksirane s formalinom, izravnate i fotografirane u svrhu procjene stupnja neovaskularizacije.
Novonastale krvne zile se kvantificiraju prikazom ukupnog podrucja neovaskularizacije ili njegove duljine ili pak
jednostavno brojanjem novonastalih krvnih sudova.

Matrigel® klju¢ni esej

Ova se vrsta eseja izvodi u skladu s procedurom koja je opisana u Passaniti et al., Lab Invest. 1992, 67:519-528. Ledeni
Matrigel® (npr. 500 pL) (Collaborative Biomedical Products , Inc., Bedford, MA) se mije$a sa heparinom (npr. 50
pg/ml), FGF-2 (npr. 400 ng/ml) i supstancom koja se testira. U nekim oblicima izvedbe eseja, BFGF mozZe biti
supstituiran s tumorskim stanicama u svrhu dobivanja angiogenog stimulusa. Matrigel® smjesa se injektira subkutano u
4-8 tjedana stare atimicke gole mi$eve na mjestu abdominalne srednje linije, preferabilno 3 injekcije po misu. Injektirani
Matrigel® formira ¢vrsti gel. Mjesta za injektiranje se odabiru na nadin da svaka Zivotinja prima pozitiviu kontrolnu
injekeiju (kao $to je FGF-2 + heparin), negativau kontrolnu injekeiju (kao $to je npr. pufer + heparin) i injekciju koja
podrazumijeva supstancu koja se testira za u¢inak na angiogenezu (npr. FGF-2 + heparin + supstanca). Svi se tretmani
provode u triplikatu. Zivotinje bivaju Zrtvovane cervikalnom dislokacijom oko 7 dana nakon injekcije ili pak u neko
drugo optimalno vrijeme za uoCavanje i pracenje angiogeneze. KoZa misa se odvaja duz abdominalne srednje linije i
Matrigel® elementi se obnavljaju i skeniraju na visokoj rezoluciji. Elementi se potom dispergiraju u vodi i inkubiraju n
a37°C tijekom no¢i. Razine HB hemoglobina se odreduju uz pomo¢ Drabkin otopine (npr. dobavlja¢ Sigma) u skladu s
uputama proizvodaca. Koli¢ina Hb je indirektan pokazatelj angiogeneze, stoga §to odrazava koli¢inu krvi u uzorku.
Nadalje ili alternativno, Zivotinje mogu primiti injekciju neposredno prije Zrtvovanja sa 0.1 ml pufera (preferabilno
PBS) koji sadrzava visoko molekularni dekstran na kojeg je konjugiran fluorofor. Koli¢ina fluorescencije u disperzatu
biva odredivana fluorimetrijski i takoder sluZi za odredivanje razine angiogeneze. Bojanje sa mAb anti-CD31 (CD31 je
endotelna adhezijska molekula ili ,,PECAM™) moZe takoder biti koriSteno za potvrdivanje formiranja novih krvnih
sudova i mikrovaskularnc gustocc.

CAM - pileci korioalantoinski memebranski esej angiogeneze

Ovaj esej biva izveden u osnovi na jednak nacin kao $to je to opisano u Nguyen et al., Microvascular Res. 1994, 47:31-
40. Smjesa koja sadrzava angiogene faktore (bFGF) ili tumorske satnice s inhibitorima biva smje$tena na CAM 8 dana
starog pileceg embrija i potom se CAM prati tijekom 3-9 dana nakon implantacije uzorka. Angiogeneza se kvantificira
odredivanjem postotka uzorka koji sadrzva krvne sudove.

In_vivo _procjena inhibicije angiogeneze i anti-tumorskog udinka uz Koriftenje Matrigel® kljuénog eseja sa
tumorskim stanicama

U ovoj vrsti eseja, tumorske stanice kao §to su primjerice 1-5 x 10° stanica 3LL Lewis karcinom pluca ili prostate
Stakora stani¢ne linije MatLyLu, se mije$a sa Matrigel® i potom injektira u mi$a u skladu s protokolom koji je naprijed
opisan u sekeiji 5.4.7. Masa tumorskih stanica i snazni angiogeni odgovor se uo¢ava nakon oko 5-7 dana. Anti-tumorsko
i anti-angiogeno djelovanje supstance u aktualnom tumorskom okoli§u moze biti procijenjeno uklju¢ivanjem u kljuéni
element eseja. Mjerenje biva izvedeno na masi tumorskog tkiva, na razinama Hb ili razinama fluorescencije (dekstran-
fluorofor konjugat koji je injktiran orije Zrtvovanja). U svrthu mjerenja vrijednosti Hb ili fluorescencije, uzorci se
prethodno homogenziraju s tkivnim homogenzatorom.
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Ksenograft model subkutanog tumorskog rasta

Goli miSevi bivaju inokulirani sa MDA-MB-231 stanicama (humani karcinom dojke) i Matrigel® (1 x 10° stanicau 0.2
mL) subkutano u desnu stranu Zivotinje. Tumori se razvijaju do 200 mm’ i potom se tretiraju sa test suspstancom.
Volemeni tumora se prate svaki dan i Zivotinje se Zrtvuju nakon 2 tjedna tretmana. Tumori bivaju izvadeni, vagani i
ulagani u paratin. Histolo$ki prerezi tumora se analiziraju sa H 1 E, anti-CD31, Ki-67, TUNEL 1 CD68 bojanjem.

Takoder se na sli¢an na¢in mogu koristiti i druge stani¢ne tumorske linije koje podrazumijevaju, bez da su istovremeno
ogranifene na njih, PC-3, CWR22R, SK-OV-3, A2780, A549, HCT116, HT29, u svrhu testiranja anti-tumorske
aktivnosti supstanci koje se razmatraju ovom izumu.

Ksenograft model metastaze

Supstance koje se razmatraju ovom izumu mogu takoder biti testirane na inhibiranje kasne metastaze uz koristenje
eksperimentalnog modela metastaze (Crowley et al., Proc. Natl.Acad.Sci USA 1993, 90:5091-5025). Kasna metastaza
podrazumijeva korake pridruZivanja i ekstravazacije tumorskih stanica, lokalne invazije, usadivanja, proliferacije i
angiogeneze. Stanice humanog karcinoma prostate (PC-3) bivaju transfektirane uz pomo¢ reporterskog gena,
preferabilno genom za zeleni fluorescentni protein (GFP), dok se kao alternativa moze koristiti gen koji kodira enzime
kloramfenikol acetiltransferazu (CAT), luciferazu ili LacZi, i bivaju inokulirane u gole miseve. Ovakav pristup
podrazumijeva takoder koriStenje recenih markera (fluorescencijska detekcija GFP ili histokemijska kolorimetrijska
detekcija enzimatske aktivnosti) u svrhu prac¢ena sudbine recenih stanica. Stanice bivaju injektirane, preferabilno
intravenski i1 metastaze se identificiraju nakon oko 14 dana, posebice u plué¢ima, no takoder i u regionalnim limfnim
¢vorovima, femuru i mozgu. To prikriva tropizam organa u prirodno nastalim metastazama u raku humane prostate.
Primjerice, GFP-ekspresirajuée PC-3 stanice (1 x 10° stanica po jednom miu) bivaju injektirane intravenski u repne
vene golih (nu/mu) mieva. Zivotinje bivaju tretirane sa test kompozicijom od 100 pg/zivotinja/dan. Individualne
metastatske stanice 1 fokusi bivaju vizualizirani i kvantificirani uz pomo¢ fluorescencijskog mikroskopa ili histokemijski
uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa, ili pak nano$enjem tkiva na mreZicu i primjenom kvantitativnog kolorimetrijskog
eseja detektabilne oznake.

Inhibicija spontane metastaze /n vivo uz pomo¢ HPRG u funkcionalnih derivata

Singenetski sustav raka dojke kod Stakora (Xing et al., Int.J.Cancer 67:423-429 (1996) koristi Mat BIII stanice raka
dojke $takora. Tumorske stanice, primjerice oko 10° suspendiranih u 0.1 mL PBS, bivaju inokulirane u masne naslage
na prsima zenke Tisher S$takora. U vrijeme inokulacije, 14-dnevna Alza osmotska mini-pumpa biva implantirana
intraperitonealno u svrhu pravilne jednolike disperzije test supstance. Susptanca biva otopljena u PBS (npr. 200 mM
stok), sterilno filtrirana i smjestena u mini-pumpu u svrhu dobivanja razine otpustanja od oko 4 gm/kg/dan. Kontrolne
zivotinje primaju nosa¢ (PBS) ili nosa¢ kontrolni peptid u mini-pumpi. Zivotinje bivaju zrtvovane na 14. dan tretmana.

Drugi modeli eksperimanetalne metastaze mogu takoder biti koristeni u svrhu evaluacije supstanci koje se razmatraju u
kontekstu ovog izuma. Ovi ¢e modeli koristiti naprijed navedene humane tumorske stani¢ne linije, koje bivaju supra
injcktiranc IV kroz repnu venu golih miscva. Uobicajeno, ti miscvi bivaju Zrtvovani 28. dan nakon $to su tumorske
stanice inokulirane i njihova pluca se ispituju na prisustvo metastaza.

3LL Lewis karcinom pluc¢a: Primarni tumorski rast

Ova je tumorska linija nastala spontano 1951. godine kao karcinom plu¢a u C57BL/6 miSu (Cancer Res. 1955, 15:39.
Pogledati takoder Malave et al., J.Natl.Canc.Inst. 1979, 62:83-88). Propagira prolaskom u C57BL/6 mi$u subkutanom
inokulacijom 1 biva testiran u semialogenim C57BL/6 x DBA/2 F, mi§evima ili u alogenim C3H migevima. Uobi¢ajeno
se koristi 6 Zivotinja po grupi 7a subkutani imlantata ili 10 za intramuskularni implantat. Tumor moze biti implantiran
subkutanom inokulacijom kao fragment veli¢ine 2-4 mm ili pak implantiran intramuskularno ili subkutano kao
inokulum suspendiranih stanica od oko 0.5-2 x 10° stanica. Tretman zapotinje 24 sata nakon implantiranja ili je
odgoden dok se tumor ne razvije do odredene veli¢ine (obi¢no approx. Do 400 mg). Test susptanca biva aplicirana ip
dnevno tijekom 11 dana.

Zivotinje se prate vaganjem, palpacijom i mjerenjem velidine tumora. Uobiajena teXina tumora u netretiranim
kontrolnim primateljima na dan 12. nakon intramuskularne inokulacije je 500-2500 mg. Uobi¢ajeno srednje vrijeme
preZivljenja je 18-28 dana. Koristi se takoder i pozitivna kontrolna supstanca, primjerice ciklofosfamid na 20
mg/kg/injekcija dnevno na dane 1-11. Rezultati podrazumijevaju tezinu Zivotinja, veli¢inu tumora, teZinu tumora,
vrijeme prezivljenja. Za potvrdeno terapeutsko djelovanje, test kompozicija bi trebala biti testirana u dva multi-dozna
eseja.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

HR P20050174 A2

311 Lewis karcinom plu¢a: Model primarnog rasta i spontane metastaze

Ovaj je model koristen od strane nekoliko istraziva¢a (Gorelik et al., 1980, J. Natl. Canc. Inst. 65:1257-1264; Gorelik et
al., 1980, Rec. Results Canc. Res. 75:20-28; Isakov et al., Invasion Mets. 1982, 2:12-32; Talmadge et al., J. Natl. Canc.
Inst. 1982, 69:975-980; Hilgard et al., Br. J. Cancer 1977, 35:78-86). Test misevi su muzjaci C57BL/6 misevi, stari 2-3
mjeseca. Nakon subkutane, intramuskularne ili intrastopalne implantacije, ova vrsta tumora uzrokuje metastaze,
prvenstveno u plu¢ima. S nekim linijama tumora, primarni tumor pokazuje anti-metastaski u¢inak i treba najprije biti
ekscidiran prije izvedbe studije metastatske faze (US Patent br. 5,639,725).

Suspenzije pojedinacnih stanica bivaju pripravljene iz ¢vrstih tumora uz pomo¢ tretiranja tumorskog tkiva otopinom
0.3% tripsina. Stanice se ispiru 3 x sa PBS (pH 7.4) u suspendiraju u PBS. Viabilnost 3LL stanica koje su pripravljene
na ovaj nadin je opéenito oko 95-99% (s eksluzijom trypan plave boje). Viabilne tumorske stanice (3 x 10* - 5 x 10°)
suspendirane u 0.05 ml PBS bivaju injektirane subkutano ili u dorzalnu regiju ili u jedan nozni jastu¢i¢ C57BL/6 miSa.
Vidljivi tumori se pojavljuju nakon 3-4 dana nakon dorzalne sc injekcije 10° stanica. Dan pojavljivanja tumora i
dijametri nastalih tumora mjere se svaka dva dana uz pomo¢ kalipera.

Tretman je doziran kao jedna ili dvije doze peptida ili derivata tjedno. U drugom aspektu, peptid se aplicira uz pomo¢
osmotske mini-pumpe.

U eksperimentima gdje se primjenjuje ekscizija dorzalnih tumora, kada tumori dosegnu velid¢inu od oko 1500 mm’,
misevi se dijele u dvije grupe: (1) primarni tumor je u cijelosti eksciziran; ili (2) kirirski zahvat je izveden i tumor je
ostavljen netaknut. Iako tumori veli¢ine 500-3000 mm’ inhibiraju rast metastaza, 1500 mm’ je najveéa veli¢ina
primarnog tumora koji moze biti sigurno podvrgnut resekciji s visokim postotkom moguénosti prezivljenja i bez pojave
lokalnog prateceg rasta. Nakon 21 dana, svi misevi bivaju zrtvovani i autopsirani.

Pluca se uklanjaju i mjere. Tkivo biva fiksirano u Bouin otopini i biljezi se broj vidljivih metastaza. Vrijednosti
dijametra metastaza se takoder biljeze uz koriStenje binokularnog steroskopa koji je opremljen mikrometarskom skalom
i povecanjem od 8x. Na osnovu zabiljezenih vrijednosti dijametara, moguée je izracunati volumen svake pojedine
metastaze. Da bi se odredio ukupan volumen metastaza u plu¢ima, srednj avrijednost vidljivih metastaza biva
multipliciran sa srednjom vrijedno$¢u volumena svih metastaza. U svrhu daljnjeg odredivanja metastatskog rasta,
moguée je izmijeriti inkorporiranje 'IdUrd u stanice pluéa (Thakur et al., J. Lab. Clin Med. 1977, 89:217-228). Deset
dana poslije amputacije tumora, u peritoneum se inokulira 25 pg fluorodeoksiuridina. Nakon 30 minuta, nievima se
unosi 1 uCi *’IdUrd (jododeoksiuridin). Jedan dan kasnije, uklanjaju se pluéa i slezena i vazu, a stupanj inkorporacije
121dUrd se mjeri u gama-brojacu.

Kod miSeva kojima se razvio rak na noznim jastuéi¢ima, kada veli¢in atumora dosegne 8-10 mmm u dijametru, misevi
se dijele u dvije grupe: (1) noge s tumorima se amputiraju nakon ligacije iznad koljenskog zgloba; ili (2) miSevi se
ostaljaju intaktni kao kontrolne jedinke koje nose tumor. (Amputacija noge bez tumora u miSevima koji nose tumor
nema poznati u¢inak na pojavu metastaza, dok su moguce posljedice anestezije, stresa ili operativnog zahvata). Misevi
bivaju zrtvovani 10-14 dana nakon amputacije. Metastaze bivaju evaluirane na naprijed opisani nadin.

Terapeutski nacdini koriStenja

U skladu s kontekstom razmatranja ovog izuma, supstanca strukturalne formule (I) i/ili farmaceutska kompozicija koja
sadrzava refenu supstancu biva aplicirana pacijentu, koji je preferabilno Covjek, a koji pati od bolesti koje su
karakterizirane aberantnom vaskularizacijom, poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima,
pretiloscu ili poremecajem regulacije NF-kB. Aberantna vaskularizacija podrazumijeva abnormalnu neovaskularizaciju
kao §to je formiranje novih krvnih zila, ve¢ih krvnih Zila, vi§e razgranatih krvnih Zila i svih drugih mehanizama koji
dovode do povecanja kapaciteta prijenosa krvi u oboljelo tkivo.

Bolesti koje su karakterizirane aberantnom vaskularizacijom podrazumijevaju, bez da su istovremeno ograni¢ene na, rak
(npr. svaki vaskularizirani tumor, prvenstveno ¢vrsti tumor, podrazumijevajuci, a bez da je istovremeno ograni¢en na,
karcinome pluca, dojke, jajnika, Zeluca, pankreasa, duSnika, ezofagusa, testisa, jetre, parotide, zuénih kanala, kolona,
rektuma, cerviksa, uterusa, endometrija, bubrega, Zuéi, prostate, tiroidee, karcinome skvamoznih stanica,
adenokarcinome, karcinome malih stanica, melanome, gliome, neuroblastome, sarkome (npr. angiosarkome,
hondrosarkome)), artritis, sijabetes, arterioskleroza, arteriovenoza, malformacije, kornealne graft neovaskularizacije,
odgodeno zaraStanje rana, dijabetska retinopatija, makularna degeneracija uslijed starenja, granulacija, opekline,
hemofili¢k azara§¢ivanja, reumatoidni artritis, hipertroficki oZiljci, neovaskularni glaukom, nesraséene frakture; Osier
Weber sindrom, psorijaza, granulom, retrolentalna fibroplazija, pterigium, skleroderma, trahom, vaskularna adhezija,
okularna neovaskularizacija, parazitske bolesti, hipertrofija nakon kirir§kog zahvata, inhibicija rasta kose, makularna
degeneracija (podrazumijevajuéi vlazni i suhi tip), reumatoidni artritis i osteoartritis. u jednom aspektu, bolesti koje se
karakterizirane aberantnom vaskularizacijom su rak, makularna degeneracija i reumatoidni artritis.
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Nadalje u skladu s razmatranjem ovog izuma, supstanca strukturne formule (I) i/ili farmaceutske kompozicije koje
podrazumijevaju re¢enu supstancu mogu biti aplicirane pacijentu, koji je prvenstveno ¢ovjek, a koji boluje od bolesti
koje su povezane s poremecajima metabolizma bakra (npr. Wilsonova bolest) u svrhu tretiranja recene bolesti.

Nadalje u skladu s razmatranjem ovog izuma, supstanca strukturne formule (I) i/ili farmaceutske kompozicije koje
podrazumijevaju recenu supstancu mogu biti aplicirane pacijentu, koji je prvenstveno ¢ovjek, a koji boluje od pretilosti.
Supstance strukturne formule (I) se mogu nadalje koristiti za reduciranje razina inflmatornih citokina (npr. TNF-a, TNF-
B, IL-8, itd.) i plazminogen aktivator inhibitor koji moZe biti povezan s angiogenezom i pretilo$éu. (Loskutoff et al.,
Ann. N. Y. Acad. Sci, 2000, 902:272-281; Pan et al., Cancer Res. 2002, 62:4854-4859; Hanada et al., Cytokine Growth
Factor Rev. 2002, 13:413-421; Chen et al., Science 2002, 296:1634-5; Miyake et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol.
59:18-28; Koch et al., Science 1992, 258:1798-801; Osawa et al., Infect. Immun. 2002, 70.6294-6301; Bajou et al., Nat.
Med. 1998, 4:923-8).

Nadalje u skladu s ovim izumom, supstanca strukturne formule (I) ¥/ili farmaceutska kompozicija koja podrazumijeva
reCenu supstancu moze biti aplicirana u pacijenta koji je prvenstveno Covjek, koji pati od neurodegenerativnog
poremecaja, a u svrhu tretmana re¢enog neurodegenerativnog poremecaja. U okvirima struke uoceno je da povisene
razine bakra ukazuju na razliite neurodegeneratvine poremecaje, podrazumijevajuéi takoder i Alzheimerovu bolest,
amiotrofnu lateralnu sklerozu (ALS) 1 prion bolest (Llanos et al., DNA Cell Biol. 2002, 21:259-270; Carri et al., Funct.
Neurol. 2001, 16:181-188; Perry et al., CNS Drugs 2002, 5:869-870; Maynard et al., J. Biol. Chem. 2002, September 4;
Gnjec et al., Front Biosci. 2002, 16-23; Strausak et al., Brain Res. Bull. 2001, 55:175-185; Brown; Brain Res. Bull.
2001, 55:165-173; Brown, Biochem Soc. Trans 2002, 30:742-745).

Nadalje u skladu s ovim izumom, supstanca strukturne formule (I) i/ili farmaceutska kompozicija koja podrazumijeva
re¢enu supstancu moze biti aplicirana u pacijenta koji je prvenstveno ¢ovjek, u svrhu tretmana poremecaja regulacije
aktivnosti NF-kB ili poremecaja regulacije inflamacije ili inflamatornog odgovora.

Nadalje u pojedinim aspektima, supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma 1/ili farmaceutske kompozicije
koje podrazumijevaju re¢ene supstance mogu biti aplicirane u pacijenta, s tim da se prvenstveno misli na ¢ovjeka, kao
preventivna mjera protiv razli¢itih bolesti ili poremecaja koji su karakterizirani aberantnom vaskularizacijom,
poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima, pretilos¢u i poremecajem u regulaciji NF-kB
sustava. U skladu s tim, supstance strukturne formule (I) i/ili farmaceutske kompozicije koje podrazumijevaju recene
supstance mogu biti kori$tene u prevenciji jedne bolesti ili poremecaja, s tim da se istovremeno konkurentno tretira
druga bolest ili poremecaj (npr. Wilson-ova bolest ili Alzheimer-ova bolest uz tretman raka).

Cinjenica da li supstance strukturne formule (I) /ili farmaceutske kompozicije koje podrazumijevaju re¢ene supstance
odgovaraju u tretiranju ili prevenciji razliCitih bolesti ili poremecaja koji su karakterizirani aberantnom
vaskularizacijom, poremeéajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima, pretilo$¢u i poremecajem u
regulaciji NF-kB sustava, moZe biti odredena primjenom metoda koje su opéenito poznate u okvirima struke. U skladu s
tim o¢ekuje se od struénjaka da s lakocom procjenjuju i koriste supstance strukturne formule (I) i/ili farmaceutske
kompozicije koje podrazumijevaju re¢ene supstance u svrhu tretiranja ili preveniranja aberantne vaskularizacije,
porcmeéaja mctabolizma bakra, ncurodcgencrativnih poremeéaja, pretilosti i poremecaja u regulaciji NF-kB sustava.

Terapeutska/profilakti¢ka aplikacija

Supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma 1/ili farmaceutske kompozicije koje ih podrazumijevaju mogu se
pogodno koristiti u humanoj medicini. Kao §to je prethodno opisano u Odjeljku 5.5, supstance strukturalne formule (I)
i/ili njihove farmaceutske kompozicije su korisne za tretman ili prevenciju razlicitih bolesti koje su karakterizirane
aberantnom vaskularizacijom, poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativinim poremecajima, pretilos¢u ili
poremecajem u regulaciji NF-kB.

Kada se koriste za tretiranje ili preveniranje naprijed recenih bolesti ili poremecaja, supstance koje se razmatraju u
kontekstu ovog izuma i/ili farmaceutske kompozicije koje ih podrazumijevaju mogu biti aplicirane ili primijenjene
samostalno ili pak u kombinaciji sa drugim agensima. Supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma i/ili
farmaceutske kompozicije koje ih podrazumijevaju mogu takoder biti aplicirane pojedinaéno i u kombinaciji s drugim
farmaceutski aktivnim reagensima (npr. drugim ant-karcinoznim reagensima, drugim anti-angiogenim reagensima,
drugim helatorima kao $to je primjerice zink, penicilamin, itd. kao i drugim agensima koji su aktivni protiv pretilosti),
podrazumijevajuéi i ostale supstance koje se razmatraju u ovom izumu.

Ovaj izum omogucava metode provedbe tretmana i profilakse putem apliciranja terapeutski aktivne koli¢ine

farmaceutske kompozicije i/ili supstance koja se razmatra u ovom izumu. Pacijent mozZe biti Zivotinja, no u preferiranom
sluéaju se radi o sisavcu, preferabilno o ¢ovjeku.
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Supstance 1/ili farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma, koje podrazumijevaju jednu ili
vise supstanci koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma, se prvenstveno apliciraju oralnim putem. Supstance i/ili
farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma mogu takoder biti aplicirane na bilo koji od
poznatih konvencionalnih na¢ina, primjerice infuzijom ili bolusnom injekcijom, apsorpcijom kroz epitel ili mukokutalne
slojeve (npr. oralna mukoza, rektalna i intestinalna mukoza itd.). Aplikacija moze biti sistemska ili lokalna.Poznati su
razliiti sustavi dostavljanja lijeka (npr. enkapsulacija u liposome, mikropartikule, mikrokapsule, kapsule itd.) koji mogu
biti koriSteni za aplikaciju supstance i/ili farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma. Metode
aplikacije podrazumijevaju, bez da su istovremeno ograniene na mnjih, intradermalna, intramuskularna,
intraperitonealna, intravenska, subkutana, intranazalan, epiduralna, oralna, sublingualna, intranazalna, intracerebralna,
intravaginalna, transdermalna, rektalna, putem inhalacije, topicki, posebice u usi, nos, o¢i ili kroz kozu. Preferirani nacin
aplikacije se ostavlja pojedinom lije¢niku na odabir i ovisit ¢e o zdravstvenom stanju pacijenta. U veéini ¢e slucajeva,
aplikacija rezultirati otpustanje supstanci i/ili farmaceutskih kompozicija koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma u
krvotok.

U specifiénim aspektima ovog izuma, moze se pojaviti primjerice potreba da se aplicira jedna ili vise supstanci i/ili
farmaceutskih kompozicija koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma, lokalno u ciljno oboljelo podrucje. To se moze
posti¢i primjerice lokalnom infuzijom tijekom kirUrskog zahvata, topickom aplikacijom, npr. u konjukeiji sa smjesom
za cijeljenje rana nakon operacije, injekcijom, putem katetera, putem supozitorija, putem implantata, s tim da je receni
implantata porozan, neporozan ili Zelatinozni materijal, podrazumijevaju takoder i membrane kao $to su sialasticne
membrane ili vlakna. U jednom aspektu aplikacija moZe biti izvedena neposrednim injektiranjem na mjesto razvoja raka
ili artritisa.

U pojedinim aspektima ovog izuma, moZze biti pogodno uvodenje jedne ili vi$e supstanci i/ili farmaceutskih kompozicija
koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma, u sredis$nji nervni sustav i to na bilo koji od dostupnih primjerenih nacina,
§to podrazumijeva intraventrikularnu, intratekalnu i epiduralnu injekciju. Intraventrikularna injekcija moZe biti
provedena uz pomo¢ intraventrikularnog katetera, primjerice s rezervoarom kao §to je npr. Ommaya rezervoar.

Supstanca i/ili farmaceutska kompozicija koja se razmatra u kontekstu ovog izuma, moze takoder biti aplicirana
neposredno u pluca inhalacijom. Za apliciranje inhalacijom, supstanca i/ili farmaceutska kompozicija koja se razmatra u
ovom izumu moze biti na odgovarajuéi na¢in dostavljena u plu¢a uz pomo¢ brojnih razli¢itih uredaja. Primjerice, moze
se koristiti tzv. Metered Dose Inhaler ("MDI") koji koristi kanistere koji sadrzavaju odgovarajuci propelant niskog
vrelista (npr. diklorodifluormetan, triklorofluorometan, diklorotetrafluoretan, ugljik dioksid ili svaki drugi odgovarajuci
plin) u svrhu dopremanja supstance koja se razmatra u ovom izumu neposredno u pluca.

Alternativno, moze se koristiti tzv. Dry Powder Inhaler ("DPI") u svrhu apliciranja supstance i/ili farmaceutske
kompozicije koja se razmatra u kontekstu ovog izuma u plu¢a. DPI uredaj uobic¢ajeno koristi mehanizam izgaranja plina
u svrhu stvaranja oblaka suhog praska unutar kontejnera, koji potom moze biti inhaliran u pluca pacijenta. DPI uredaji
su takoder poznati u okvirima struke. Popularna varijacija DPI uredaja koji podrazumijeva visestruke doze je multidozni
DPI ("MDDPI") sustav koji dopusta apliciranje vise terapeutskih doza. MDDPI uredaji su dostupni kod dobavljaca
Astra Zeneca, GlaxoWellcome, IVAX, Schering Plough, SkyePharma i Vectura. Primjerice, kapsule i punjenja Zelatina
za koritenje u inhalcru ili insuflatoru mogu biti formuliranc na na¢in da sadrzavaju smjcsu praska supstance koja sc
razmatra u kontekstu ovog izuma, i odgovarajuéi bazni prasak kao §to je laktoza ili Skrob.

Drugi oblik uredaja koji moze biti koristen u svrhu dostavljanja supstance i/ili farmaceutske kompozicije koja se
razmatra u ovom izumu u pluca je uredaj koji dostavlja tekuci sprej a moze se nabaviti od Aradign Corporation. Sustavi
tekucih sprejeva koriste izrazito malene pukotine za rasprivanje u pluca.

U jednom aspektu izuma, koristi se magli¢asti raspr§iva¢ u svrhu dostavljanja supstance i/ili farmaceutske kompozicije
koja se razmatra u ovom izumu u pluca. Takve vrste raspr§ivaca stvaraju aerosole iz tekucih formulacija lijekova, i to
primjerice koristenjem ultrazvuéne energije u svrhu kreiranja finih Cestica koje mogu biti neposredno inhalirane.
(pogledati primjerice Verschoyle et al., British J. Cancer, 1999, 80, Suppl. 2, 96, koji je u ovaj dokument inkorporiran u
obliku reference). Primjeri takvih raspriivaca podrazumijevaju uredaje koji se mogu nabaviti kod Sheffield/Systemic
Pulmonary Delivery Ltd. (pogledati, Arner et al., US Patent br. 5,954,047; van der Linden et al., US Patent br.
5,950,619; van der Linden et al., US Patent br. 5,970,974), Aventis and Batelle Pulmonary Therapeutics.

U slijedecem aspektu izuma, koristi se elektrohidrodinamski ("EHD") aerosol uredaj u svrhu dostavljanja supstance i/ili
farmaceutske kompozicije koja se razmatra u ovom izumu u plu¢a. EHD aerosol uredaji koriste elektri¢nu energiju za
akrolizaciju tekuc¢ih otopina lijekova ili suspenzija (pogledati primjerice Nokes et al., US Patent br. 4,765,539).
Elektrokemijska svojstva formulacije mogu biti vazni parametri u optimizaciji prilikom dostavljanja supstance i/ili
farmaceutske kompozicije koja se razmatra u ovom izumu u pluc¢a uz pomo¢ EHD aerosol uredaja i takva optimizacija
se izvodi rutinski od strane stru¢njaka. EHD aerosol uredaji mogu dostavljati lijekove mnogo uéinkovitije u pluca u
usporedbi sa postojeéim tradicionalnim tehnologijama dostavljanja supstanci u pluca.
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U slijede¢em aspektu ovog izuma, supstance i/ili farmaceutske kompozicije koja se razmatra u ovom izumu mogu biti
dostavljene u vezikule, posebice liposome (pogledati Langer, 1990, Science, 249:1527-1533; Treat et al., u "Liposomes
in the Therapy of Infectious Desease and Cancer” (Liposomi u terapiji infekcijskih bolesti i raka), Lopez-Berestein and
Fiedler (urednici), Liss, New York, str. 353-365 (1989)).

U slijedecem aspektu ovog izuma, supstance 1/ili farmaceutske kompozicije koja se razmatra u ovom izumu mogu biti
dostavljene putem sustava odgodenog otpustanja, prvenstveno putem oralnih sustava odgodenog otpustanja. U jednom
aspektu moze se koristiti pumpa (pogledati "Medical Applications of Controlled Release" (Medicinske aplikacije za
kontrolirano otpustanje lijeka), Langer and Wise (urednici), CRC Press, Boca Raton, Florida (1974); "Cotrolled Drug
Bioavailability" (Kontrolirana biodostupnost lijekova), "Drug Product Design and Performance" (Oblikovanje lijekova i
njihovog djelovanja), Smolen and Ball (urednici, Wiley, New York (1984); Ranger and Peppas, 1983, J. Macromol. Sci.
Rev. Macromol. Chem. 23:61; pogledati takoder Levy et al., 1985, Science, 228:190; During et al., 1989, Ann. Neurol.
25:351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105). U slijedecem aspektu izuma, koriste se polimerni materijali za
oralno odgodeno otpustanje. Polimeri koji se u ovom slu¢aju preferiraju podrazumijevaju natrij karboksimetilcelulozu,
hidroksipropilcelulozu, hidroksipropilmetilcelulozu hidroksietilcelulozu (preferira se hidroksipropilmetilceluloza).
Opisani su i drugi odgovarajuci oblici celuloza etera (Alderman et al., Int. J. Pharm, tech & Prod. Mfr., 1984, 5(3)1-9.
Faktori koji utje¢u na otpustanje lijekova su dobro opisani i poznati struénjacima (Bamba et al., Int. JH. Pharm., 1979, 2,
307).

U slijede¢em aspektu ovog izuma, mogu se koristiti enteri¢ki preparati za aplikaciju oralnog odgodenog otpustanja.
Materijali koji se preferiraju za entericko zaStitno oblaganje podrazumijevaju polimere ¢ija je topivost ovisna o
vrijednosti pH (npr. pH kontrolirano otpustanje), polimere s polaganim pH-ovisnim bubrenjem, disolucijom ili erozijom
(npr. vremenski kontrolirano otpustanje), polimeri koji bivaju degradirani enzimima (npr. enzimima kontrolirano
otpustanje) i polimeri koji tvore ¢vrste slojeve koji bivaju unisteni povecanjem tlaka (npr. otpustanje kontrolirano
tlakom).

U slijedecem aspektu izuma, koriste se sustavi za osmotsko dostavljanje kod oralnih izvedbi aplikacije s kontroliranim
otpustanjem. (Verna et la., Drug Dev. Ind. Pharm., 2000, 26:695-907. U jo$ jednom slijede¢em aspektu ovog izuma,
koriste se OROS™ osmotski uredaji za uredaje koji su namijenjeni za oralnu aplikaciju kontrolirano otpugtanih
supstanci (Theuwees et al., US Patent br. 3,845,770; Theuwees et al., US Patent br. 3,916,899).

U slijedecem aspektu ovog izuma, sustav s kontroliranim otpustanjem moZze biti smjeSten u blizinu ciljnog tkiva
supstance i/ili farmaceutske kompozicije koja se razmatra u ovom izumu, s tim da je pri tom potreban samo jedan dio
sustava (pogledati primjerice Goodson, u "Medical Applications of Controlled Release™ (Medicinske aplikacije za
kontrolirano otpustanje), supra, vol. 2, str. 115-138 (1984)). Mogu se koristiti i drugi sustavi za kontrolirano otpustanje,
primjerice oni koji su opisani u Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

Farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u ovom izumu

Ove farmaceutske kompozicije sadrZzavaju terapeutski ucinkovitu koli¢inu jedne ili vie supstanci koje se razmatraju u
ovom izumu, prvenstveno u ¢istom obliku, zajedno s odgovarajuéom koli¢inom farmaccutski prihvatljivog nosaca, a sve
u svrhu omoguéavanja forme koja je odgovarajuéa za aplikaciju u pacijenta. Kada biva aplicirana u pacijenta, supstance
koje se razmatraju u ovom izumu kao 1 farmaceutski prihvatljivi nosaci su prvenstveno u sterilnom obliku. Kao nosa¢ se
preferira voda, posebice u sluéaju kada se supstanca koja se razmatra u ovom izumu unosi intravenski. Kao tekuéi
nosa¢i mogu se koristiti fizioloske otopine i vodene otopine dektroze i glicerola, posebice u slu¢ajevima otopina za
injektiranje. Odgovarajuci farmaceutski nosaci takoder podrazumijevaju ekscipijente kao §to su $krob, glukoza, laktoza,
sukroza, Zelatina, slad, riza, brasno, kreda, silika gel, natrij stearat, glicerol monostearat, talk, natrij klorid, suSeno
obrano mlijeko, glicerol, propilen, glikol, voda, etanol i sliéno. Farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u
kontekstu ovog izuma mogu u pojedinim slucajevima sadrzavati i manje koli¢ine reagensa 7za vlazenje ili
emulzificiranje, ako i pH puferiraju¢e reagense. Nadalje, mogu se takoder koristiti i reagensi za stabiliziranje,
zgu$njavanje, lubriciranje i bojanje.

Farmaceutske kompozicije koje podrazumijevaju supstance koje se razmatraju u ovom izumu mogu biti proizvedene na
na¢in konvencionalnog mijeSanja, otapanja, granuliranja, oblikovanja drazea, levigiranja, emulzificiranja,
enkapsuliranja, uklapanja i liofilizacije. Farmaceutske kompozicije mogu biti formulirane na konvencionalan naéin uz
koristenje jednog ili viSe fizioloSki prihvatljivih nosaca, razrjedivaca, ekscipijenata ili dodataka, koji omogucavaju
procesiranje supstanci koje se razmatraju u ovom izumu u pripravke koji se potom mogu farmaceutski koristiti.
Odgovarajuce formulacije ¢e pri tom ovisiti o odabranom nacinu aplikacije.

Farmaceutske kompozicije koje se ovdje razmatraju mogu dobiti oblik otopina, suspenzija, emulzija, tableta, pilula,
peleta, kapsula, kapsula koje sadrzavaju tekuéine, prasaka, formulacija sa odgodenim otpustanjem, supozitorija,
emulzija, aerosola, sprejeva, suspenzija ili bilo koje druge odgovaraju¢e forme. U jednom aspektu, farmaceutski
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prihvatljivi nosa¢ je kapsula (pogledati primjerice Grosswald et al., US Patent br. 5,698,155). Drugi primjeri
odgovarajuéih farmaceutskih nosa¢a opisani su u struénoj literaturi (pogledati Remington: The Science and Practice of
Pharmacy (Znanost i praksa u farmaciji), Philadelphia College of Pharmacy and Science, 20th Edition, 2000).

Za topicku aplikaciju supstance koja se razmatra u ovom izumu, pripravak moze biti oblikovan u obliku otopina, gelova,
masti, krema, suspenzija itd. §to je dobro poznato u okvirima struke.

Sustavne formulacije podrazumijevaju one oblike koji su namijenjeni za aplikaciju injekeijskim putem, npr. subkutano,
intravenski, intramuskularno, intratekalno ili intraperitonealno, kao i one oblike koji su namijenjeni i oblikovani za
transdermalnu, transmukozalnu, oralnu ili pulmonarnu administraciju. Sustavne formulacije mogu biti izvedene u
kombinaciji s daljnjim aktivnim reagensima koji pobolj$avaju mukocilijarnu bistrinu zra¢nog mukusa ili pak reduciraju
viskozitet mukoze. Ovi aktivni reagensi podrazumijevaju, no nisu istovremeno ogranifeni na, blokatore natrijevih
kanala, antibiotike, N-acetil cistein, hemocistein i fosfolipide.

U jednom aspektu ovog izuma, supstance koje se ovdje razmatraju bivaju formulirane u skladu s rutinskim postupcima
kao farmaceutske kompozicije koje su prilagodene za intravensku aplikaciju kod ljudi. Uobiajeno, supstance koje se
razmatraju u kontekstu ovog izuma koje su namijenjene za intravensku aplikaciju su otopine u sterilnom izotoni¢nom
vodenom puferu. U svrhu injektiranja, supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma mogu biti formulirane u
vodene otopine, prvenstveno u fizioloski kompatibilnim puferima kao $to je Hank otopina, Ringer otopina ili pufer
izveden od fizioloSke otopine. Takva otopina moZe sadrzavati formulatorne reagense kao S§to su reagensi za
suspendiranje, stabiliziranje 1/ili dispergiranje. Kada je to potrebno, farmaceutske kompozicije mogu takoder
podrazumijevati solubulizirajuéi reagens. Farmaceutske kompozicije za intravensku aplikaciju mogu opcionalno
podrazumijevati lokalni anestetik kao $to je primjerice lignokain u svrhu smanjivanja boli na mjestu injekcije. Opcenito
uzevsi, receni sastojci se unose ili odvojeno ili zajedno u smjesi u jedini¢noj formi doziranja. primjerice kao liofilizirani
prasak ili dehidrirani koncentrat u hermeticki zatvorenom kontejneru kao $to je primjerice ampula na kojoj je navedena
koli¢ina aktivne supstance. Kada je supstanca koja se ovdje razmatra aplicirana putem infuzije, moze biti dispenzirana,
primjerice uz pomoc¢ infuzijske boce koja sadrzava sterilni farmaceutski gradijent vode ili fizioloske otopine. Kada je
supstanca koja se ovdje razmatra aplicirana putem injekcije, mozZe se omogu¢iti ampula sterilne vode za injektiranje ili
fiziologka otopina, tako da se sastojci mogu pomijesati prije same aplikacije.

Za potrebe izvedbe transmukozalne aplikacije, u formulacijama se koriste odgovarajuci penetranti koji prolaze kroz
barijeru. Takvi su penetranti dobro poznati u okvirima struke.

Farmaceutske kompozicije namijenjene za oralnu aplikaciju mogu biti primjerice u formi tableta, vodenih ili uljnih
suspenzija, granula, prasaka, emulzija, kapsula, sirupa ili eliksira. Farmaceutske kompozicije koje se apliciraju oralno
mogu sadrzavati jedan ili viSe opcionalnih reagensa, kao §to su primjerice zasladivac¢i poput fruktoze, aspartama ili
saharina; supstance koje poboljSavaju okus poput peperminta, ulja crnogorice, ili kolorirajuce reagense i prezervative u
svrhu pripremanja farmaceutskog pripravka koji je podnosljiv za nepce. Nadalje, kada je pripravak u formi tablete ili
pilule, kompozicije mogu biti prevucene slojem koji omogucava njihovo odgodeno otpusStanje i apsorpciju u
gastrointestinalnom traktu, omogucavaju¢i na taj nain produzeno djelovanje. Selektivno propusne membrane koje
okruzuju osmotski aktivhu vodeéu supstancu, su takodcr pogodnc za oralnu aplikaciju supstanci kojc sc ovdjc
razmatraju. U refenim slu¢ajevima, fluid iz okoli8a okruZzuje kapsulu koja postepeno bubri i otpusta reagens ili
kompoziciju reagensa kroz otvore. Ovakav na¢in dovodenja supstance ima znatne prednosti u odnosu na konvencionalni
nacin jednostrukog otpustanja cjelokupne koli¢ine aktivne supstance. Moze se takoder koristiti materijal kao §to je
primjerice glicerol monostearat ili glicerol stearat. Oralne kompozicije mogu podrazumijevati standardne nosace kao §to
su manitol, laktoza, S§krob, magnezij stearat, natrij saharin, celulozu, magnezij karbonat itd. reeni nosaci su preferabilno
farmaceutski primjenjivi.

Tekuéi preparati koji se apliciraju oralno kao §to su primjerice suspenzije, eliksiri 1 otopine, odgovarajuéi nosadéi,
ekscipijenti ili diluenti, podrazumijevaju vodu , fiziolosku otopinu, alkilenglikole (npr. propilen glikol), polialkilen
glikole (npr. polietilen glikol) ulja, alkohole, lagano kisele pufere sa vrijednosti pH izmedu 4 1 6 (npr. acetat, citrat,
askorbat u koncentracijama od oko 5.0 do 50.0 mM) itd. Nadalje se mogu dodati agensi za pobolj$avanje okusa,
prezervativi, boje, soli, acilkarnitini i sli¢no.

Za bukalnu aplikaciju, farmaceutske kompozicije mogu biti oblikovane na tradicionalni naéin kao tablete i pastile.

Tekuce formulacije lijekova koje su pogodne za koriStenje s rasprSivacima i EHD aerosol uredajima ¢e uobicajeno
podrazumijevati supstancu koja se razmatra u ovom izumu s farmaceutski prihvatljivim nosa¢em. U preferiranom
sluCaju, farmaceutski prihvatljiv nosa¢ je teku¢ina kao $to je primjerice alkohol, voda, polietilen glikol ili
perfluorokarbon. Opcionalno se moZe dodati i neki drugi materijal u svrhu mijenjanja svojstava aerosola otopine ili
suspenzije supstance koja se razmatra u ovom izumu. U preferiranom sluc¢aju, reeni materijal moze biti tekuéina kao
npr. alkohol, glikol, poliglikol ili masna kiselina. Stru¢njacima su takoder poznate i druge metode formuliranja teku¢ih
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otopina lijeka ili suspenzija koje su odgovarajuce za koristenje u acrosol uredajima (pogledati npr. Biesalski, US Patent
br. 5,112,598; Biesalski, US Patent br. 5,556,611.

Supstanca koja se ovdje razmatra moze takoder biti oblikovana u rektalne ili vaginalne farmaceutske kompozicije kao
§to su primjerice supozitoriji ili retencijski enemi, npr. sadrzavaju konvencionalne baze supozitorija kao $to su kakao
maslac ili drugi gliceridi.

Pored formulacija koje su naprijed opisane, supstanca koja se ovdje razmatra moze takoder biti formulirana kao depo
preparat. Takve formulacije produzenog djelovanja mogu biti aplicirane implantiranjem (primjerice, subkutano ili
intramuskularno) ili intramuskularnom injekcijom. Tako primjerice, supstanca koja se ovdje razmatra moze biti
formulirana sa odgovarajuéim polimernim ili hidrofobnim materijalima (primjerice kao emulzija u odgovarajuc¢em ulju)
ili izmjenjivackim smolama, ili pak sa blago topivim derivatima, primjerice blago topivim solima.

U slucajevima kada je supstanca koja se ovdje razmatra kisela, moze biti ukljuc¢ena u bilo koju od naprijed spomenutih
formulacija u obliku slobodne kiseline, farmaceutski prihvatljive soli, solvata ili hidrata. Farmaceutski prihvatljive soli
dosljedno zadrzavaju aktivnost slobodne kiseline, mogu biti pripravljene reakcijom s bazama, i b+vi§e su topive u
vodenim nego u drugim proti¢kim otapalima, u usporedbi s odgovaraju¢om slobodnom kiselinom.

Terapeutske doze

Supstanca koja se ovdje razmatra ili njezina odgovarajuca farmaceutska kompozicija, opcenito uzevsi ¢e biti koristena u
koli¢ini koja je ucinkovita u smislu postizanja namjeravanog planiranog cilja. Za koriStenje u svrhu tretiranja ili
preveniranja bolesti ili poremecaja koje su karakterizirane aberantnom vaskularizacijom, poremecajima metabolizma
bakra, neurodegenerativnim poremecajima i pretiloSc¢u, supstance strukturalne formule (I) i/ili njihove farmaceutske
kompozicije bivaju aplicirane u terapeutski uc¢inkovitoj koli¢ini.

Koli¢ina supstance koja se ovdje razmatra koja ¢e biti u¢inkovita u tretmanu odredenog poremecaja ili stanja koje se
ovdje navodi, ovisit ¢e o prirodi poremecaja ili stanja, i moze biti odredena standardnim klini¢kim tehnikama koje su
poznate u okvirima struke, kao $to je to naprijed opisano. Nadalje, in vitro ili in vivo eseji se mogu opcionalno koristiti u
svrthu odredivanja optimalnih raspona doza. Koli¢ina aplicirane supstance koja se ovdje razmatra ¢e svakako ovisitii o
drugim faktorima, te o stanju pacijenta, njegovoj tjelesnoj tezini, ozbiljnosti poremecaja, nac¢inu aplikacije i procjeni
lije¢nika.

Primjerice, doza moze biti dostavljena u farmaceutskoj kompoziciji putem jedne aplikacije, putem visestrukih aplikacija
ili putem sustava kontroliranog otpustanja. U jednom aspektu ovog izuma, supstance koje se ovdje razmatraju se
dostavljaju putem oralnog sustava aplikacije s odgodenim otpustanjem. Preferira se u ovom aspektu izuma da su
supstance koje se ovdje razmatraju aplicirane dva puta na dan (u jos§ boljem slu¢aju, jedan put dnevno). Doziranje moze
biti ponavljano, moze biti omoguceno jedan put ili pak u kombinaciji sa drugim lijekovima i moze potrajati koliko je
potrebno za ucinkovit tretman stanja bolesti ili poremecaja.

Odgovarajuéi rasponi doziranja za oralnu aplikaiju ovisit ¢c o potencijalu lijcka, no opéenito uzevsi oni sc kreéu od oko
0.001 mg do oko 200 mg supstance koja se ovdje razmatra, po kilogramu tjelesne teZine pacijenta. Rasponi doziranja
mogu jednostavno biti odredeni uz pomo¢ metoda koje su dobro poznate u okvirima struke.

Odgovarajuéi rasponi doza za intravensku (i.v.) aplikaciju se kre¢u od oko 0.01 mg do oko 100 mg po kilogramu
tjelesne tezine pacijenta. Odgovarajuci rasponi doza za intranazalnu aplikaciju se krecu od oko 0.01 mg do oko 1 mg po
kilogramu tjelesne teZine pacijenta. Supozitorije opéenito uzevsi sadrzavaju oko 0.01 mg do oko 50 mg supstance koja
se razmatra u ovom izumu, po kilogramu tjelesne tezine pacijenta i podrazumijevaju aktivni sastojak u rasponu od oko
0.5% do oko 10% po kilogramu tjelesne tezine pacijenta. Doze koje se preporucuju 7a intradermalnu, intramuskularnu,
intraperitonealnu, subkutanu, epiduralnu, sublingualnu ili intracerebralnu aplikaciju kre¢u se od oko 0.001 mg do oko
200 mg po kilogramu tjelesne teZine pacijenta. U¢inkovite doze mogu biti ekstrapolirane od krivulja odgovora koje su
izvedene iz in vitro testa sustava zivotinjskih modela. Takvi Zivotinjski modeli su dobro poznati u okvirima struke.

Supstance koje se razmatraju u ovom izumu se prvenstveno ispituju u in vitro i in vivo esejima, u svrhu procjene Zeljene
terapeutske ili profilakticke aktivnosti, prije no $to se po¢nu ispitivati i primjenjivati na ljudima. Primjerice, in vitro eseji
mogu biti kori$teni za odredivanje ¢injenice da li aplikacija specifine supstance koja se razmatra u kontekstu ovog
izuma ili kombinacije rec¢enih supstanci moZe djelovati pozitivno na reduciranje konvulzija i do koje mjere. Za
supstance koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma moze se takoder odrediti u¢inkovitost 1 sugurnost koristenjem
sustava zivotinjskih modela.

U preferiranom slucaju, terapeutski uéinkovita doza supstance koja se razmatra u kontekstu ovog izuma poludit ce
teraputsku dobrobit, a bez da uzrokuje toksi¢nost. Toksi¢nost supstanci koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma moze
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biti brzo i u¢inkoviti odredena koristenjem farmaceutskih postupaka od strane stru¢njaka. Omjer doza izmedu toksi¢nog
i terapeutskog uéinka predstavlja terapeutski indeks. Supstanca koja se razmatra u kontekstu ovog izuma ¢e prvenstveno
pokazivati posebice visoke terapeutske indekse u tretiranju bolesti i poremeéaja. Doziranje supstance koja se razmatra u
kontekstu ovog izuma, a koje je ovdje opisano, prvenstveno ¢e se kretati unutar raspona cirkulirajué¢ih koncentracija
koje podrazumijevaju u¢inkovitu dozu s malo ili nimalo toksi¢nosti.

Kombinirana terapija

U pojedinim aspektima ovog izuma, supstance 1/ili farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog
izuma mogu biti koristene u kombiniranoj terapiji s barem jednim terapeutskim reagensom. Supstanca i/ili farmaceustka
kompozicija koja se razmatra u kontekstu ovog izuma i reCeni terapeutski reagens mogu djelovati aditivno, ili u boljem
slu¢aju sinergijski. U preferiranom aspektu, supstanca i/ili pripadajuca farmaceutska kompozicija koja se razmatra u
kontekstu ovog izuma biva aplicirana konkurentno uz aplikaciju drugog terapeutskog reagensa, koji zapravo moZze
predstavljati dio iste farmaceutske kompozicije kao i re€ena razmatrana supstanca ili dio neke druge farmaceutske
kompozicije. U drugom aspektu ovog izuma, farmaceutska kompozicija supstance koja se razmatra u ovom izumu biva
aplicirana prije aplikacije drugog terapeutskog reagensa.

Posebice u jednom drugom preferiranom aspektu ovog izuma, supstance i/ili pripadajuce farmaceutske kompozicije koje
se razmatraju u kontekstu ovog izuma mogu biti koriStene u kombiniranoj terapiji s drugim kemoterapeutskim
reagensima (npr. alkilirajuéi reagensi (kao $to su primjerice duSikove mustarde (npr. ciklofosfamidi, ifosfamidi,
mekloretamini, melfaleni, klorambucili, heksametilmelamini, tiotepa), alkil sulfonati (npr. busulfan), nitrozouree,
triazini), antimetaboliti (npr. analozi folne kiseline, analozi pirimidina (npr. fluoroacil, floksuridin, citozin arabinozid,
itd.), analozi purina (npr. merkaptopurin, tioguanin, pentostatin, itd.), prirodni produkti (npr. vinblastin, vinkristin,
etoposid, terciposid, daktinomicin, daunorubicin, doksorubicin, bleomicin, mitrimicin, mitomicin C, L-asparginaza,
interferon o), platinski kompleksi (npr. cis-platina, karboplastin, itd.), mitoksantron, hidroksiurea, prokarbazin, hormoni
1 antagonisti (npr. prednizon, hidroksiprogesteron kaproat, medroksiprogesteron acetat, megestrol acetat,
dietilstilbestrol, etinil estradiol, tamoksifen, testosteron propionat, fluoksimesteron, flutamid, leuprolid, itd.), anti-
angiogeni agensi ili inhibitori (npr. angiostatin, retinolna kiselina i paklitaksel, derivati estradiola, derivati
tiazolpirimidina, itd.), agensi koji induciraju apoptozu (npr. antisens nukleotidi koji blokiraju onkogene koji inhibiraju
apoptozu, tumor supresori, TRAIL, TRAIL polipeptidi, Fas-asocirani faktor 1, interleukin-1p-konvertirajuéi enzim,
fosfotirozin inhibitori, RXR retinoid receptor agonisti, derivati karbostirila itd.), helatori (penicilamin, zink, trientin,
itd.) 1 drugi reagensi koji su aktivni protiv pretilosti.

Terapeutski pribori

Ovaj izum omogucava terapeutske pribore koji sadrzavaju supstance koje se ovdje razmatraju i farmaceutske
kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma. Terapeutski pribori mogu takoder sadrzavati i druge supstance
(npr. kemoterapeutske agense, prirodne produkte, hormone ili antagoniste, anti-angiogene agense ili inhibitore, agense
koji induciraju apoptozu ili helatore) ili farmaceutske kompozicije naprijed recenih supstanci.

Terapcutski pribori mogu podrazumijcvati jedan kontcjner koji sadrzava supstancu razmatranu u ovom izumu ili
pripadajué¢e farmaceutske kompozicije razmatrane u ovom izumu, sa ili bez komponenti (npr. druge supstance ili
pripadajuce farmaceutske kompozicije koje ih sadrzavaju) ili mogu podrazumjevati zasebni kontejner za svaku pojedinu
komponentu. U preferiranom slu¢aju terapeutski pribori koji se ovdje razmatraju sadrzavaju supstancu koja se ovdje
razmatra ili farmaceutske kompozicije koje se razmatraju u kontekstu ovog izuma, koji su pakirani na nacin da
omogucéavaju KkoriStenje u kombinaciji sa ko-aplikacijom druge supstance (koja je u preferiranom slucaju
kemoterapeutski agens, prirodni produkt, hormon ili antagonist, anti-angiogeni agens ili inhibitor, agens koji inducira
apoptozu ili helator) ili odgovarajuce farmaceutske kompozicije koja ih sadrzava. Komponente re¢enog pribora mogu
biti u formi kompleksa, ili pak svaka komponenta moze biti sadrzana u zasebnom kontejneru prije aplikacije u pacijenta.

Komponente u priboru mogu biti dostupne u obliku jedne ili viSe tekucih otopina, preferabilno u obliku vodene otopine,
a u jo§ boljem slucaju u obliku sterilne vodene otopine. Komponente u priboru mogu takoder biti dostupne u obliku
krutine, koja moZe biti konvertirana u tekuci oblik dodavanjem odgovarajucih otapala, koja su u preferiranom slucaju
dostupna u zasebom kontejneru.

Kontejner terapeutskog pribora moze biti posudica, flasica, bodica, $trcaljka ili bilo koji drugi oblik u kojeg se moze
zatvoriti krutina ili tekuéina. Obi¢no u slu€ajevima kada je prisutno viSe od jedne komponente, pribor ce
podrazumijevati drugu bocicu ili kontejner, §to ¢e omogucéiti odvojeno doziranje. Pribor moze akoder podrazumijevati
drugi kontejner za farmaceutski prihvatljivu teki¢inu.

U preferiranom slucaju, terapeutski pribor ¢e sadrzavati aparaturu (npr. jednu ili vie igala, $trcaljke, kapaljke za oci,
pipete itd.) koja ¢e omoguéiti aplikaciju pojedinih komponenti pribora.
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PRIMJERI

Ovaj je izum nadalje definiran referencama slijedeéih primjera koji detaljno opisuju pripravljanje supstanci koje se
razmatraju u kontekstu ovog izuma i metode za ispitivanje njihove bioloske aktivnosti. Stru¢njacima ¢e biti jasno da su
u ovom kontekstu primjenjive brojne modifikacije materijala i metoda, koje je moguée primjenjivati bez opasnosti da se
izade izvan fokusa razmatranja ovog izuma.

Primjer 1: Opéi postupak sinteze derivata tetratiomolibdata

Komercijalno dostupne vodene otopine kvaternarnog amonijevog hidroksida (2 ekv.) dodaje se u amonij
tetratiomolibdat (1 ekv.) s deioniziranom vodom sve dok se kruti dio materijala u cijelosti ne otopi. Otopina se stavlja u
rotacijski evaporator pod vakuumom (cca 5-10 tora) na 20°C ti8jekom 2 sata 1 voda biva primjereno zamijenjena u
svthu odrZavanja konstantnog volumena. U slucaju da ovaj postupak dovede do nastajanja precipitata, krutina se
sakuplja filtracijom, ispire s izopropanolom, etanolom i dietil eterom, te potom susi pod visokim vakuumm tijekom 24
sata u vakuumskom desikatoru u prisustvu P,Os. Ukoliko topina ostane bistra, reakcijska se smjesa najprije filtrira u
svrhu otklanjanja malih koli¢ina krutih necistoca, i potom se produkt precipitira iz filtrata s izopropanolom. Krutina se
sakuplja filtracijom, potom ispire izopropanolom, etanolom i dietil eterom, te potom susi u uvjetima visokog vakuuma
tijekom 24 sata u vakuumskom desikatoru u prisustvu P,Os.

Primjer 2: Opéi postupak sinteze derivata tetratiomolibdata

Krutina kvaternarnog amonijevog halida (2 ekv.) dodaje se u suspenziju amonij tetratiomolibdata (1 ekv.) u suhom
acetonitrilu (5 mL po mmol TM) i dobivena smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi u atmosferi dusika tijekom 18 sati.
U slucaju da ovaj postupak dovede do nastajanja precipitata, krutina se sakuplja filtracijom, ispire s vodom,
izopropanolom, etanolom i dietil eterom, te potom susi pod visokim vakuumm tijekom 24 sata u vakuumskom
desikatoru u prisustvu P,Os. Ukoliko topina ostane bistra, reakcijska se smjesa najprije filtrira, a filtrat se potom
koncentrira in vacuo. Dobivena krutina se suspendira u vodi i filtrira, potom se krutina ispire izopropanolom, etanolom i
dietil eterom, te potom susi u uvjetima visokog vakuuma tijekom 24 sata u vakuumskom desikatoru u prisustvu P,0s.

Primjer 3: Tetratiomolibdat, bis(trietilmetil amonijak)

Ova je supstanca pripravljena iz amonij tetratiomolibdata (994 mg, 3.82 mmol) i 20% tezinskog udjela vodene otopine
trietilmetilamonij hidroksida (5.12 g, 7.69 mmol) u skladu s postupkom iz Primjera 1 i 1.05 g (60%) naslovne supstance
je dostupno u obliku naranéasto crvene krutine. IR (KBr, cm™) 472; "H NMR (300 MHz, DMSO0-d6) § 3.27 (q, I=7.3
Hz, 12 H), 2.89 (s, 6H), 1.19 (tt, I=7.3, 1.8 Hz, 18H); *C NMR (75 MHz, DMSO0-d6) § 55.1 (6C), 46.1 (2C), 7.7 (6C);
ES MS m/z (trietilmetil amonijak)+ 116.3; UV (H,0) 468 nm (¢=12000). Analiza: Calcd za C;4H3sMoN,S,4: C, 36.82; H,
7.95; N, 6.13. Ustanovljeno: C, 37.07; H, 7.88; N, 6.24.

Primjer 4: Tetratiomolibdat, bis(trietilfenil amonijak)

Ova jc supstanca pripravljcna iz amonij tctratiomolibdata (1.00 g, 3.85 mmol) i 10% tczinskog udjcla vodenc otopinc
trietilmetilamonij hidroksida (15.1 g, 7.71 mmol) u skladu s postupkom iz Primjera 1 i 388 mg (17%) naslovne
supstance je dostupno u obliku narangaste krutine. IR (KBr, cm™) 470; 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.91 (d, ]=8.2
Hz, 4 H), 7.69-7.55 (m, 6H), 3.89 (q, J=6.9 Hz, 12H), 1.04 (t, ]=6.9 Hz, 18H); "C NMR (75 MHz, DMS0-d6) & 141.9
(20), 130.5 (4C), 130.1 (2C), 12-7 (4C), 55.3 (6C), 8.0 (6C); ES MS m/z (trietilfenil amonijak)” 178.2; UV (H,0) 468
nm (e=12300). Analiza: Calcd za C,4H,0MoN,S,: C, 49.63; H, 6.94; N, 4.82; S, 22.08. Ustanovljeno: C, 49.39; H, 7.23;
N, 5.15; S, 22.41.

Primjer §: Tetratiomolibdat, bis(holin)

U kontekstu brze aplikacije, bis(holin)tetratiomolibdat ima istu kemijsku strukturu kao bis[2-hidroksietil)trimetil
amonijak]tetratiomolibdat. Ova je supstanca pripravljena iz amonij tetratiomolibdata (1.08 g, 4.15 mmol) i 50%
tezinskog udjela vodene otopine holin hidroksida (2.01 g, 8.29 mmol) u skladu s postupkom iz Primjera 1 1.30 g (73%)
naslovne supstance je dostupno u obliku narancaste krutine. IR (KBr, cm™) 3389,474; "H NMR (300 MHz, DMSO-d6)
3 5.21 (t, J=4.6 Hz, 2 H), 3.87-3.79 (m, 4H), 3.43 (t, ]=4.6 Hz, 4H), 3.13 (s, 18H); *C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 5
67.1 (2C), 55.5 (20), 53.3 (6C); ES MS m/z (holin)" 104.2; UV (H,0) 468 nm (g=12900). Analiza: Calcd za
C1oH2sMoN;0,S,: C, 27.77; H, 6.52; N, 6.48; S 29.65; Mo 22.18. Ustanovljeno: C, 27.63; H, 6.84; N, 6.39; S 29.86; Mo
22.23.
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Primjer 6: Tetratiomolibdat, bis(acetilholin

Ova je supstanca pripravljena iz acetilholin klorida (732 mg, 4.03 mmol) i amonij tetratiomolibdata (500 mg, 1.92
mmol) u skladu s postupkom iz Primjera 2 i 390 mg (39%) naslovne supstance je dostupno u obliku naranéasto crvene
krutine. IR (KBr, cm™) 1747, 1728, 482, 469, 461; '"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.47-4.41 (m, 4H), 3.72-3.69 (m,
4H), 3.16 (s, 18H), 2.07 (s, 6H); °C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 5 170.1 (2C), 63.9 (2C), 58.0 (2C), 53.1 (6C), 20.9
(2C); ES MS m/z (acetilholin)”™ 146.4; UV (H,0) 468 nm (¢=13300). Analiza: Calcd za C1;H;;MoN,0,S,: C, 32.55; H,
6.24; N, 5.42; S 24.82. Ustanovljeno: C, 32.66; H, 6.23; N, 5.51; S 24.97.

Primjer 7: Tetratiomolibdat, bis[2-(metoksi)etiltrimetil amonijak]

Ova je supstanca pripravljena iz amonij tetratiomolibdata (5 g, 19.2 mmol) i 2-(metoksi)etiltrimetilamonij klorida (6.199
g, 40.3 mmol, pogledati nadalje u ovom primjeru za postupak sinteze) i mijeSajucoj suspenziji acetonitrila (125 ml).
Suspenzija s mijeSa tijekom 2 sata, tijekom ¢ega se formira fini svijetlo crveni prafak. Precipitat se filtrira preko
staklenog filtra i potom se acetonitril evaporira, nakon ¢ega se dobije 1.76 g (20%) naslovne supstance koja se potom
susi u vakuumu. Analiza: Calced za Ci4H3,MoN,04S4; C, 31.293; H, 7.003; N, 6.082. Ustanovljeno: C, 30.85; H, 6.89;
N, 6.11.

2-(metoksi)etiltrimetilamonij klorid biva pripravljen zdruZivanjem 1-kloro-2-metoksietana (3.636 g, 38.5 mmol,
pogledati nadalje u ovom primjeru za postupak sinteze) u 25 ml bo€ici s okruglim dnom sa trimetil aminom (40% u
vodi, 7.77 ml, 50 mmol). Smjesa se zagrijava do refluksa tijekom 24 sata, potom hladi na sobnoj temperaturi i ispire tri
puta sa 15 ml dietil etera. Otapalo se evaporira iz vodenog sloja, nakon ¢ega preostaje bijela krutina koja se ispire s
izopropanolom i su$i u vakuumu, nakon ¢ega se dobije 4.136 g (70%) supstance.

1-kloro-2-metoksietan biva pripravljen zdruzivanjem 20 ml kloroforma sa 2-metoksietanolom (5.4 ml, 69 mmol) u
atmosferi dusika. Tionil klorid (5.0 ml, 69 mmol) i piridin (5.5 ml, 69 mmol) se dodaju postupno putem Strcaljke, sve se
potom mijeSa na sobnoj temperaturi tijekom 1 sat i potom podvrgava uvjetima refluksa tijekom jednog dodatnog sata.
Reakeijske komponente se hlade, reakcija se prekida s vodom, slijedi ispiranje dva puta sa 25 ml 1M HCl i otapalo se
evaporira. Reakcijski produkti se filtriraju preko silika gela i eluiraju s acetonom, nakon ¢ega se dobije 5.94 g (91%)
svijetlo smede komponente.

Mehanizam sinteze bis[2-(metoksi)etiltrimetil amonijak] tetratiomolibdata u skladu s ovim primjerom je slijede¢i:
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Primjer 8: Tetratiomolibdat, bis[alkildimetil(fenilmetil) amonijak]

Ova je supstanca pripravljena iz amonij tetratiomolibdata (1.00 g, 3.84 mmol) i benzalkonium klorida (2.90 g, 8.07
mmol, u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 6, nakon ¢ega se dobije 2.75g (82%) naslovne supstance u formi
gustog crvenog ulja. IR (film, em™) 471; "H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 7.58-7.46 (m, 10H), 4.54 (s, 4H), 3.24-3.20
(m, 4H), 2.95 (s, 12H), 1.83-1.71 (m, 4H), 1.30-1.21 (m, 40H), 0.88-0.81 (m, 6H); ES MS m/z
[dodecildimetil(fenilmetil)amonijak]” 473.5 nm (¢=10100).
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Primjer 9: Tetratiomolibdat, bis(1-etil-3-metil-1 H-imidazolium)

Ova je supstanca pripravljena iz tetratiomolibdat bis(amonijaka) (1.00 g, 3.84 mmol) i 1-eti-3-,etil-1H-imidazolium
klorida (1.18 g, 8.06 mmol, u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2 sa slijede¢im modifikacijama: smjesa se
filtrira i filtrat se koncentrira u vakuumu, nakon ¢ega se dobivene krute ¢estice filtriraju, ispiru s EtOH i etil eterom, te
potom slijedi susenje u visokom vakuumskom desikatoru tijekom 24 sata, nakon ¢ega se dobije naslovna supstanca
(0.419 g, 24%) u formi crvenkasto-smede krutine. IR (KBr paleta, cm']) 3064, 1566, 1167, 465, 'H NMR (300 MHz,
DMSO-d6) & 9.24 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 4.20 (q, J=7.3 Hz), 3.86 (s, 3H), 1.40 (7,J=7.3 Hz); *C NMR (75
MHz, DMSO d6) & 136.9, 123.5, 121.8, 44.1, 35.7, 15.3; MS m/z (C¢H; N»)™ 111.2; UV (H,0) 468 nm (s=10016).
Analiza: Calcd za C,H»nNsMoS,: C, 32.28; H, 4.97; N, 12.55; S, 28.72. Ustanovljeno C, 31.88; H, 4.87; N, 12.56; S,
28.79.

Primjer 10: Tetratiomolibdat, bis(feniltrimetilamonijak

Ova je supstanca pripravljena iz tetratiomolibdat bis(amonijaka) (1.00 g, 3.84 mmol) i feniltrimetilamonij klorida (1.38
g, 8.06 mmol, u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2, nakon ¢ega se dobije naslovna supstanca (0.859 g,
45%) u formi naranaste krutine. IR (KBr paleta, cm™) 3032, 3005, 1485, 1458, 473; '"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) &
7.98 (m, 4H), 7.61 (m, 6H), 3.62 (s, 18H); °C NMR (75 MHz, DMSO d6) § 147.2, 130.0, 129.9, 120.5, 56.3; MS m/z
(CoH14N)™ 136.2; UV (H,0) 468 nm (¢=12900). Analiza: Calcd za C sHsN,MoS,: C, 43.53; H, 5.68; N, 5.64; S, 25.83.
Ustanovljeno C, 43.66; H, 5.98; N, 5.76; S, 25.73.

Primjer 11: Tetratiomolibdat, bis(benziltrimetilamonijak)

Ova je supstanca pripravljena iz tetratiomolibdat bis(amonijaka) (0.500 g, 1.92 mmol) i benziltrimetilamonij hidroksida
(1.60 g 40% vodene otopine, 3.84 mmol), u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 1, nakon ¢ega se dobije
naslovna supstanca (0.869 g, 91%) u formi crvene krutine. IR (KBr paleta, cm™) 2995, 1483, 1454, 474; "H NMR (300
MHz, DMSO-d6) & 7.52 (m, 10H), 4.56 (s, 4H), 3.04 (s, 18H); “C NMR (75 MHz, DMSO d6) & 132.9, 130.2, 128.9,
128.4,67.7,51.7, MS m/z (CIOHIGN)+ 150.3; UV (H,0) 468 nm (¢=12008). Analiza: Caled za C,0H;;N.MoSy: C, 45.78;
H, 6.15; N, 5.34; S, 24.44. Ustanovljeno C, 45.67; H, 6.15; N, 5.62; S, 24 41.

Primjer 12: Tetratiomolibdat, pentan-1.5-bis(trimetilamonijak)

Ova je supstanca pripravljena iz tetratiomolibdat bis(amonijaka) (0.100 g, 0.226 mmol) u CH;CN (2 mL) koji se dodaju
u otopinu pentan-1,5-bis(trimetilamonijak) jodida (0.054 g, 0.205 mmol) koja je otopljena u vodi (2 mL). Nakon
mijesanja tijekom 5 sati na sobnoj temperaturi , dobivene smede-crvene krute Cestice se filtriraju , suspendiraju u vodi 1
potom iznova filtriraju i ispiru s EtOH, tPrOH i Et,O. Nakon suSenja u visokom vakuumskom desikatoru tijekom no¢i,
dobije se crvena krutina koja predstavlja naslovnu supstancu (0.051 g, 60%). IR (KBr paleta, cm™) 2997, 472; '"H NMR
(300 MHz, DMSO-d6) & 3.22 (m, 4H), 2.98 (s, 18H), 1.70 (m, 4H), 1.31 (2H); "C NMR (75 MHz, DMSO d6) § 79.4,
64.9, 52.2, 21.6; UV (H,0) 468 nm (e=12025). Analiza: Calcd za C,;;H,sN,MoS,: C, 32.03; H, 6.84; N, 6.79; S, 31.09.
Ustanovljeno C, 32.40; H, 6.74; N, 6.80; S, 30.87.

Primjer 13: Tetratiomolibdat, bis(2-hidroksiiminometil-1-metil-piridinium)

Ova je supstanca pripravljena iz tetratiomolibdat bis(amonijaka) (1.00 g, 3.84 mmol) i 2-hidroksiiminometil-1-metil-
piridinium klorida (1.39 g, 8.06 mmol), u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2 sa slijede¢im modifikacijama:
voda (10 mL) se dodaje u svrhu otapanja amonij halida. Naslovna supstanca (1.20 g, 66%) dobije se u formi crvene
krutine. IR (KBr paleta, cm™) 1002, 477; "H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 9.05 (app d, 1H), 8.67 (s, 1H), 8.54 (app t,
1H), 8.08 (app d, 1H), 8.04 (app t, 1H), 4.39 (s, 3H); *C NMR (75 MHz, DMSO d6) 5 147.6, 147.1, 145.1, 142.0,
127.4,124.9, 46.3; MS m/7 (C;HoNL,O)" 137.1; UV (H,0) 468 nm (e=12092).

Primjer 14: Tetratiomolibdat, bis(1.1-dimetilpirolidinium

Ova je supstanca pripravljena iz amonij tetratiomolibdata (0.644 g, 2.47 mmol) i 1,1-dimetilpirolidinium jodida (1.18 g,
5.19 mmol), u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2, nakon &ega se dobije naranéasta krutina. IR (KBr, cm™)
471; "H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 2.09 (m, 4H), 3.10 (s, 6H), 3.47 (7, J=6Hz, 4H); “C NMR (75 MHz, DMSO d6)
8 21.44, 50.86, 64.68; ES MS m/z (1,1-dimetilpirolidinum)” 100.; UV (H,0) 468 nm (¢=14130). Analiza: Calcd za
CoHpgN,MoSy: C, 33.94; H, 6.64; N, 6.59; S, 30.21. Ustanovljeno C, 33.68; H, 6.97; N, 6.58; S, 30.06.

Primjer 15: Tetratiomolibdat, etilen bis amonijak

Amonij klorid (0.411 g, 7.68 mmol) i etilen diamin (0.230 g, 3.84 mmol) otapa se u 50 mL vode. U ovu se otopinu
dodaje amonij tetratiomolibdat (1.0 g, 3.84 mmol) i smjesa se potom mijesa tijekom 3 sata. Crvena krutina koja se tom
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prilikom formirala, sakuplja se filtracijom (233 mg), ispire s izopropanolom i Et,O, te potom susi u visokom vakuumu
tijekom 24 sata u vakuumskom desikatoru u prisustvu P,Os. Izvorne tekuéine se koncentriraju na oko 1/3 njihovog
pocetnog volumena i novoformirani kristali se ponovo sakupljaju filtracijom i ispiru (387 mg). Ukupni prihod naslovne
supstance iznosi 620 mg, (56.8%). IR (KBr, cm’l) 474; "H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 3.08 (s, 4H), 7.79 (br s, 6H);
“C NMR (75 MHz, DMSO d6) & 37.08; ES MS m/z (etilen bis amonijak)” 60.5; UV (H,0O) 468 nm (¢=12310). Analiza:
Calcd za CH ;oMoN,Sy: C, 8.39; H, 3.52; N, 9.78; S, 44.80. Ustanovljeno C, 8.75; H, 3.28; N, 10.05; S, 44.99.

Primjer 16: Tetratiomolibdat, bis(1.4-dimetilpiridinium)

Ova je supstanca pripravljena iz amonij tetratiomolibdata (0.50 g, 1.92 mmol) i 1,4-dimetilpiridinium jodida (0.95 g,
4.03 mmol), u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2, nakon ¢ega se dobije 203 mg (24%) naslovne supstance u
formi naranéaste krutine. IR (KBr, cm’) 469; '"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 2.49 (s, 3H), 4.30 (s, 3H), 7.93 (d,
J=6Hz, 2H), 8.85 (d, J=6Hz, 2H); "C NMR (75 MHz, DMSO d6) & 21.31, 47.03, 127.94 (2C), 144.77, 157.93; ES MS
m/z bis(1,4-dimetilpiridinum)” 108.2; UV (H,0) 468 nm (g=13480). Analiza: Calcd za C14H0N,MoS,: C, 38.17; H,
4.57; N, 6.35; S, 29.11. Ustanovljeno C, 38.27; H, 4.24; N, 6.36; S, 28.89.

Primjer 17: Tetratiomolibdat, bis(feniltrimetil amonijak)

Ova je supstanca pripravljena u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 1. IR (¢cm™) 470; 'H NMR (400 MHz,
DMSO0-d6) 3 7.99-7.97 (d, J=8.4Hz, 4H), 7.66-7.56 (m, 6H), 3.62 (s, 18H); *C NMR (75 MHz, DMSO d6) 5 21.31,
47.03, 127.94 (2C), 144.77, 157.93; UV (H,0) 468 nm (e=13151). Analiza: Calcd za Ci5HosN,MoS,: C, 43.53; H, 5.68;
N, 5.64; S, 25.83. Ustanovljeno C, 42.72; H, 5.20; N, 5.27; S, 27.54.

Primjer 18: Tetratiomolibdat, bis(viniltrimetil amonijak)

Ova je supstanca pripravljena u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 1. IR (cm™) 470; "H NMR (400 MHz,
DMSO-d6) § 6.62-6.56 (m, 2H), 5.76 (d, J=15.2 Hz, 2H), 5.54 (i, 2H), 3.24 (s, 18H); UV (H,0) 468 nm (¢=18012).

Primjer 19: Tetratiomolibdat, bis(evelopropilmetiltrimetil amonijak)

Ova je supstanca pripravljena u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2. IR (cm™) 474; '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dé6) 6 3.24 (d, J=7.2, 4H), 3.11 (s, 18H), 1.16 (m, 2H), 0.72-0.69 (m, 4H), 0.42-0.38 (m, 4H); UV (H,0) 468 nm
(e=14239).

Primjer 20: Tetratiomolibdat, bis(benzilfenildimetil amonijak)

Ova je supstanca pripravljena u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2. IR (cm™) 470; '"H NMR (400 MHz,
DMSO-d6) § 7.76-6.60 (m), 5.00 (s), 2.87 (s); UV (H,0) 468 nm (¢=15606).

Primjer 21 Tetratiomolibdat, heksan-1,6-bis(trimetil amonijak)

Ova je supstanca pripravljena u skladu s postupkom koji je opisan u Primjeru 2. IR (cm™) 478; UV (DMSO) 468 nm
(e=12666).

Primjer 22: Tetratiomolibdat, bis[(2-hidroksietiDtrimetil amonijak]

Holin hidroksid (50% tezinskog udjela vode, 2.56 mL, 11.3 mmol) se dodaje u otopinu amonij molibdat tetrahidrata (1.0
g, 5.66 mmol Mo) u 2.5 mL deionizirane vode. Plin vodik sulfid se propusta kroz otopinu tijekom 50 minuta na sobnoj
temperaturi, tijekom ¢ega se boja otopine pretvara iz smede u crvenu. Dusik u obliku plina se takoder potom propusta
kroz otopinu tijekom 10 minuta u svrhu oslobadanja reakcijske smjese od vodik sulfida i otapalo se potom uklanja pod
snizenim tlakom. Crvena krutina se potom otapa u deioniziranoj vodi (3 x 25 mL) i otapalo se potom ponovno otklanja
pod snizenim tlakom u svrhu uklanjanja otopljenog amonijaka. Sirovi produkt se otapa u 20 mL deionizirane vode i
filtrira. Produkt se potom precipitira dodavanjem izopropanola u vodeni sloj. Krute ¢estice se sakupljaju filtracijom i
ispiru s etanolom (3x) i dietil eterom (3x), nakon ¢ega se dobije sirova naslovna supstanca (2.218 g, 90%).
Rekristalizacija iz deionizirane vode i izopropanola, i ispiranje s etanolom (3x) i dietil eterom (3x) daje naslovnu
supstancu (1.565 g, 62%) u formi plosnatih crvenkastih kristala: "H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 5.23 (br t, J=4.7 Hz,
2H), 3.85 (br s, 4H), 3.46-3.43 (m, 4H), 3.14 (s, 18H).

Primjer 23: Tetratiomolibdat, bis[(2-hidroksietiDtrimetil amonijak]

Vodik sulfid se u obliku mjehuri¢a propusta kroz otopinu holin hidroksida (50% tezinskog udjela vode, 5.2 mL, 23
mmol) i amonij hidroksida (30% tezinskog udjela vode, 8.2 mL, 70 mmol) u posudi pod tlakom tijekom 6 minuta.
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Koli¢ina vodik sulfida koji se otopio u otopini je 2.5 g. Amonij molibdat tetrahidrat (2.01 g, 11.4 mmol) otopljen u
deioniziranoj vodi (2.5 mL) se dodaje u posudu pod tlakom ¢ije su stijenke isprane s deioniziranom vodom (0.5 mL).
Reakeijska se smjesa potom zacepi i mijes$a na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata i 45 minuta, tijekom ¢ega se u crvengj
otopini oblikuju kristali. Smjesa se potom prenosi u boéicu s okruglim dnom i dodaje se deionizirana voda do trenutka
dok se krutina u cijelosti ne otopi. Otapalo se uklanja pod snizenim tlakom, a preostatak se uvodi u deioniziranu vodu,
nakon ¢ega se ponavlja korak koncentriranja. Dobiveni crveni preostatak se rekristalizira iz deionizirane vode i
izopropanola, i crvene se plo€ice potom ispitu jo$ jedan put s izopropanolom, jedan put s etanolom, jedan put s dietil
eterom, te potom suse u vakuumskom desikatoru u prisustvu fosfornog pentoksida tijekom 23 sata, nakon ¢ega se dobije
naslovna supstanca (3.05 g, 62%). '"H NMR (300 MHz, DMSO0-d6) & 5.21 (t, J=4.6 Hz, 2H), 3.87-3.79 (m, 4H), 3.43 (t,
J=4.6 Hz, 4H), 3.13 (s, 18H); "C NMR (75 MHz, DMSO d6) & 67.1 (2C), 55.5 (2C), 53.3 (6C); MS m/z (holin)™ 104.2;
UV (H,0) 468 nm (e=12400). Analiza: Calcd za C;;H;sMoN,0,Sy: C, 27.77; H, 6.52; N, 6.48; S, 29.65. Ustanovljeno
C,27.76; H, 6.59; N, 6.85; S, 29.52.

Primjer 24: Tetratiomolibdat, bis[(2-hidroksietil)trimetil amonijak

Deionizirana voda (200 mL) dodaje se u holin hidroksid (50% teZinskog udjela vode, 38.2 mL, 14.7 mmol) i amonij
tetratiomolibdat (19.1 g, 7.35 mmol) 1 bocica se potom trese sve dok se krute Cestice u potpunosti ne otope. Potom se
otopina premjesta u rotacijski evaporator pod vakuumom (cca 5-10 tora) s kupelji na 20°C tijekom 110 minuta, nakon
¢ega se voda zamjenjuje u svrhu odrzavanja konstantnog volumena. Reakcijska se smjesa filtrira u svrhu otklanjanja
malih koli¢ina necistoca, i produkt se precipitira potom iz filtrata uz pomo¢ izopropanola (1 L). Krutina se sakuplja
filtracijom, ispire s izopropanolom, etanolom, dietil eterom, te potom susi u vakuumskom desikatoru u prisustvu
fosfornog pentoksida tijekom 23 sata, nakon &ega se dobije naslovna supstanca (20.76 g, 65%). '"H NMR (300 MHz,
DMSO-d6) 6 5.23 (t, J=4.8 Hz, 2H), 3.89-3.81 (m, 4H), 3.44 (t, J=4.8 Hz, 4H), 3.14 (s, 18H). Analiza: Calcd za
CioH2sMoN;0,S,: C, 27.77; H, 6.52; N, 6.48; S, 29.65. Ustanovljeno C, 27.91; H, 6.21; N, 6.26; S, 29.70.

Primjer 25: Tetratiomolibdat, bis|(2-hidroksietil)trimetil amonijak]

U 500 mL Erlenmayer posudu, suspendira se [NH4],[MoS,] (100 g, 0.380 mol) u 200 mL destilirane vode. U recenu
suspenziju se dodaje 45% tezinskog udjela holin hidroksida v metanolu (250 mL) koji je komercijalno dostupan. Nakon
re¢enog dodavanja, oblikuje se velika koli¢ina svijetlo crvenog precipitata. U struji dusika, suspenzija se zagrijava do
40°C uz snazno mijeS$anje sve dok se krute Cestice u cijelosti ne otope (cca 1 sat). Otopina tamno crvene boje se
zadrzava u uvjetima snizenog tlaka tijekom 4 sata, tijekom kojeg vremena se precipitira crvena kristalini¢na krutina.
Suspenzija se hladi u ledenoj kupelji tijekom 30 minuta i potom filtrira. Produkt se ispire s izopropil alkoholom, potom s
dietil eterom, te na kraju sus$i u vakuumu, nakon ¢ega se dobije 138 g visoko kristalini¢nog produkta (83%
stehiometrijske koli¢ine).

Primjer 26: Odredivanje strukture holin tetratiomolibdata uz pomo¢é X-zraka

Podaci o difrakciji za crveni kristal (holin);MoS, sakupljaju se na 158(2)°K uz kori$tenje Siemens SMART
difraktometra (Siemens AG, Wittelsbacherplatz 2, D-80333, Munchen, Njemacka). Dobije se monoklini¢ki P element
slijede¢ih dimenzija: a=18.6066(1), b=12.7061(1), ¢=17.7621(2) i p=117.540(1) (prostorna grupa P2,/c). Kristalna
struktura ustanovljena je neposrednim metodama i pokazuje 2[MoS4] i 4 holinska kationa u asimetri¢noj jedinici.
Nakon posljednjeg namjestanja pozicije atoma koji nisu vodici u reéenom jedini¢nom elementu, konvergencija finalnog
R faktora je iznosila 0.06. Koordinate recenog elementa atoma jedini¢ne stanice su slijedeci:
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Primjer 27: Kemijska stabilnost podataka za analoge
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Sol MW % preostatka nakon 10 dana
Otvoren za sobne uvjete

propan-1,3-bis(trimetilamonijak) 384.5 52
1-etil-3-metil-1H-imidazolium 446.5 75

Trimetilfenilamonijak 496.6 85

Tetrapropilamonijak 596.92 *82

Amonijak 260.28 *48

Acetilholin 516.6 39

Holin 432.52 62

Trietilfenilamonijak 580.77 76
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Metitrictilamonijak 456.63 63
1, 1-dimetilpirolidinium 424.57 70
butan-1,4-bis(trimetilamonijak) 398.53 40
1,4-dimetilpiridinium 440.53 32
Trimetilbenzilamonijak 524.69 94
Etilenbis(trimetilamonijak) 370.5 40
Pemntan-1,5-bis(trimetilamonijak) 412.5 86
* 9 dana; razlicita studija
7 dana, 74-77% RH, RT
bis(feniltrimetilamonijak) 496.61 98
bis(viniltrimetilamonijak) 396.49 72
Bis(ciklopropilmetil trimetilamonijak) 452.60 86
bis(benzilfenil dimetilamonijak) 648.81 45
heksan-1,6-bis(trimetilamonijak) 426.56 94

Primjer 28: Biolo$ki usporedni podaci za tetratiomolibdat s holin tetratiomolibdatom kod in vivo 3LL Lewis
karcinoma pluéa: Primarni tumorski rast

Tumorski model koji je koristen u ovom slucaju je 3LL JF u C57BL/6 misevima. Tumorska se linija razvila spontano
1951. godine kao karcinom plu¢a u C57BL/6 miSevima (cancewr Res. 15:39, 1955. Pogledati takoder Malave et al., J.
Natl. Canc. Inst. 62:83-88 (1979). Propagacija je izvrSena prolaskom u C57BL/6 misevima subkutanom inokulacijom i
testirana je i semialogenim C57BL/6 x DBA/2 F, miSevima ili u alogenim C3H miSevima. Obic¢no se koriste 6 Zivotinja
po grupi za subkutani implantat, ili po 10 Zivotinja za intramuskularni implantat. Tumor moze biti implantiran
subkutano kao 2-4 mm fragment, ili intramuskularno kao inokulum suspenziranih stanica u koli¢ini od 0.5-2 x 10°
stanica. Tretman zapo¢inje 24 sata nakon implantiranja ili je odgoden dok se tumor ne razvije do neke odredene veli¢ine
(obiéno approx. 100 mg) kada se moze izvrsiti palpacija. Test supstanca se aplicira dnevno tijekom 11-25 dana.

Zivotinje se prate vaganjem, palpacijom i mjerenjem veli¢ine tumora. Uobi¢ajena teZina tumora kod netretiranih
kontrolnih primatelja na dan 12. nakon subkutane inokulacije je 500-2500 mg i uobi¢ajena medijan vrijednost za
vrijeme preZivljenja je 18-28 dana. Pozitivna kontrolna supstanca, primjerice ciklofosfamid u 170 mg/kg/injekceiji se
daje svakih 6 dana. Izracunati rezultati podrazumijevaju tezinu Zzivotinje, veli¢inu tumora, teZzinu tumora i vrijeme
prezivljenja. Za potvrdenu terapeutsku aktivnost, test kompozicija bi trebala biti testirana u dvije vrste multi-doznih
eseja. Zenke C57/BL miSeva bivaju inokulirane sa 1 x 10° stanica Lewis karconima pluéa (3LL) subkutano u sredinu
leda. Tretman sa tetratiomolibdatom i holin tiomolibdatom zapofet je dan nakon inokulacije tumora (50 mg/kg).
Ciklofosfamid (170 mg/kg se aplicira svakih 6 dana subkutano pocevsi od dana 3 nakon inokulacije tumosrkih stabica)
se koristi kao kontrolna supstanca. 2x tjedno se mjere vrijednosti za volumen razvijenih tumora i tjelesne tezine
pojedinih Zivotinja, a Zivotinje bivaju eutanazirane kada vrijednost volumenat tumora u kontrolnoj grupiu dosegne
prosje¢nu vrijednost od 2000 mm’®. Odreduje se odnos (T/C) vrijednosti volumena tumora u tretiranoj grupi u odnosu na
kontrolnu grupu. Prate se terminalna kardia¢na krvarenja i analiziraju koncentracije crvenih krvnih zrnaca (hematokrit,

HTC).

TEZINA MISEVA
TRETMAN N T/C % HCT**
Voda 19 1 106% 35%
™ 17 0.59 939* 35%
CHTM 17 0.54 103% 35%
Ciklofosfamid 5 0.74 105% 40%

*znacajno; ** normalno je 45%

Primjer 29: Bis(holin)tetratiomolibdat inhibira proliferaciju endotelnih stanica

Bis(holin)tetratiomolibdat inhibira proliferaciju HUVEC stanica na na¢in kona ovisi o dozi, kao §to je to prikazano na
Tlustraciji 1, i nije se pokazala njegova toksi¢nost. Iako se ne dodaje bakar egzogeno, esej biva izveden u prisustvu 10%
seruma. Serum sadrzava proteine koji vezu bakar i serum u odnosu od approx. 1-2 M u odnosu na sadrzaj bakra. Bakar
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igra vaznu ulogu u vezivanju bFGF na odgovaraju¢i receptor (Patstone et al., J. Biol. Chem 1996, 271(7):3343-6); te u
skladu s tim bis(holin)tetratiomolibdat moZe takoder imati neposredna utjecaj na mehanizam indukcije proliferacije.
Inkubacija bis(holin)tetratiomolibdata sa HUVEC stanicama (u T-75) tijekom 72 sata i brojanje stanica neposredno na
kraju eseja navodi na ¢injnecu da bis(holin)tetratiomolibdat ima mali ili neznatni ucinak na stabilne endotelne stanice,
kao $to se to moze vidjeti u Tablici 1.

Ut¢inci bis(holin)tetratiomolibdata na viabilnost konfluentnih HUVEC stanbica nakon 72 sata inkubacije na 37°C.

Tablica 1

Uvjeti Broj stanica Broj vijabilnih stanbica
1. kontrola 390 000 335000

2. kontrola + 1uM ATN-22 400 000 460 000

3. kontrola +10uM ATN-224 535 000 555 000

4. kontrola +50uM ATN-224 487 500 475 000

Primjer 30: Bis(holin)tetratiomolibdat ne inducira apoptozu u endotelnim stanicama

Endotelne stanice bivaju inkubirane s razli¢itim dozama bis(holin)tetratiomolibdata tijekom 72 sata (uobi¢ajeno vrijeme
trajanja proliferacijskog eseja) i takoder se mjeri razina aktivirane kaspaze-3. Kao §to se moze vidjeti na Ilustraciji 2,
inkubacija s bis(holin)tetratiomolibdatom ne dovodi do mjerljivih razina aktivirane kaspaze-3 u endotelnim stanicama.
Kao kontrola, inkubirali smo istu gusto¢u HUVEC stanica sa 10 uM kamptotecina koji je poznati induktor apoptoze. U
skladu s tim, HUVEC stanice koje bivaju inkubirane sa bis(holin)tetratiomolibdatom, pokazuju sliéne razine aktiviranih
kaspaza-3 stanica koje rastu u normalnim uvjetima proliferacije.

Primjer 31: Bis(holin)tetratiomolibdat je anti-angiogen u matrigel kljuénom eseju

Matrigel esej in vivo koji je opisan u Primjeru 35 se rutinski koristi za mjerenje angiogeneze. Bis(holin)tetratiomolibdat
koji biva apliciran oralno, pokazuje pojavu angiogeneze koja je inducirana od strane bFGF u in vivo matrigel eseju, kao
§to je to prikazano na Ilustraciji 3.

Primjer 32: Bis(holin)tetratiomolibdat regulira IL-8 sekreciju iz konfluentnih endotelnih stanica

Kao $to je to prikazano na llustraciji 4, bis(holin)tetratiomolibdat smanjuje razinu IL-8 iz kontluentnih endotelnih
stanica. Il-8 je kemotaktian za sve poznate tipove migratornih imuno stanica, pored ¢injenice da predstavlja
proangiogeni citokin.

Primjer 33: Bis(holin)tetratiomolibdat regulira IL-8 ekspresiju iz aktiviranih monocita

Neaktivirani monociti ne ekspresiraju IL-8, no PMA aktivacija Thp-1 stanica unducira kako transkripciju, tako i
translaciju IL-8. [lustracija 5 pokazuje da je  bis(holin)tetratiomolibdat sposoban za nizvodnu regulaciju
ekspresije/sekrecije mjerljivog IL-8 iz aktiviranih monocita.

Primjer 34: Bis(holin)tetratiomolibdat uzrokuje pad u koli¢inama mi§jeg KC u plazmi

Misevi ne ekspresiraju IL-8, no ekspresiraju njegove homologe kao §to je primjerice misji KC. Receni element pokazuje
vi§i stupanj homologije sa humanim GRO alfa, no sa humanim IL-8, no ipak njegov receptor ima visoki stupanj
homologije na humani IL-8 receptor. Ekspresija misjeg KC proteina biva inducirana sa TNF alfa.
Bis(holin)tetratiomolibdat biva apliciran u C57/B16 miSeve (50 mg/kg/dan) koji nose tumor (receni misevi imaju
mjerljive koli¢ine mi§jeg KC u plazmi). Uzorci plazme uzimaju se iz Zivotinja na 21. dan terapije i izvodenja eseja za
misji KC. Statisticke analize ovih podataka navele su na ¢injenicu da postoje znacajne (p<0.1) razlike izmedu glavnih
vrijednosti mi§jeg KC izmedu dvije grupe, kao $to je prikazano na Ilustraciji 6.

Primjer 35: Matrigel kljucni esej

Ovaj se esej izvodi u osnovi na nacin koji je opisan u Passaniti et al., Lab Invest. 67:519-528 (1992). Ledeno hladni
Matrigel® (npr. 500 uL) (Collaborative Biomedical Products, Inc., Bedford, MA) se mijesa s heparinom (npr. 50 pg/ml),
FGF-2 (npr. 400 ng/ml) te sa susptancom koju treba ovdje testirati. U nekim esejima, bFGF moZe biti zamijenjen sa
tumorskim stanicama kao angiogeni stimulus. Matrigel® smjesa biva injektirana subkuitano u 4-8 tjedana stare atimi¢ne
miseve, 1 to na mjestu u blizini abdominalne srednje Inije, u preferabilnoj koli¢ini od 3 injekcije po misu. Injektirani
Matrigel® oblikuje &vrsti gel. Mjesta injektiranja se odabiru na na¢in da svaka Zivotinja prima pozitivni kontrolni ubod
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(kap $to mjje FGF-2 + heparin), negativni kontrolni ubod (npr. pufer + heparin), te takoder injekciju koja sadrzava
supstancu koja se testira poradi svog eventualnog uéinka na angiogenezu, npr. (FGF-2 + heparin + supstanca). Svi se
tretmani u najboljem sluaju provode u triplikatu. Zivotinje bivaju Zrtvovane cervikalnom dislokacijom 7 dana poslije
injekeije ili u neko drugo vrijeme koje moZe odgovarati za pracenje procesa angiogeneze. Koza misa se odvaja na
mjestu abdominalne srednje linije, a Matrigel® fragmenti se se odmah potom skeniraju visokom rezolucijom. Fragmenti
se potom dispergiraju u vodi i inkubiraju na 37°C preko no¢i. Razine hemoglobina se odreduju koristenjem Drabkin
otopine (npr. dobavlja¢ Sigma) u skladu s uputama proizvodaca. Koli¢ina Hb u fragmentu predstavlja indirektnu mjeru
angiogenez stoga §to odrazava koli¢inu krvi u uzorku. Nadalje, ili u alternativnom slu¢aju, na Zivotinjama se moze
izvrditi injektiranje prije Zrtvovanja sa 0.1 ml pufera (preferira se PBS) koji sadrzava visokomolekularni dekstran na
kojega je konjugiran kao fluorofor. Koli¢ina fluorescencije u dispergiranom fragmentu, koja j eodredena fluorometricki,
takoder sluzi kao pokazatelj angiogenze u fragmentu. Bojanje sa mAB anti-CD31 (CD31 je adhezijska molekula iz
endotelne stanice ili PECAM) moze takoder biti koriteno u svrhu potvrdivanja oblikovanja novih struktura krvnih zila i
povecane gustoce u uzorku.

Naposlijetku, treba posebno naglasiti da postoje alternativni putevi implemntiranja ovog izuma. Slijedom toga, navedeni
aspekti izuma trebaju biti promatrani kao ilustrativni, ne restriktivni. Treba imati na umu da ovaj izum ne treba limitirati
na detalje koji su ovdje izneseni, no izum moze biti modificiran u okvirima postavljenog okvira razmatranja i u skladu s
ekvivalentima koji se navode u patentnim zahtjevima. Sve publikacije 1 patenti koji se ovdje citiraju, inkorporirani su u
izum u obliku reference.

PATENTNI ZAHTJEVI

1. Supstanca strukturne formule (I)

i il
R? &7

{I

ili njezin solvat ili hidrat keji su naznadeni slijede¢im parametrima:
R', R% R?, R*, RY, R i R” medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, supstituirani aril,
arilalkil, supstituirani arilalkil, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil,
heteroaril, supstituirani heteroaril, heteroarilalkil, supstituirani heteroarilalkil, heteroalkil ili supstituirani
heteroalkil,
R* i R® medusobno neovisno predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, supstituirani aril, arilalkil,
supstituirani arilalkil, cikloalkil, supstituirani cikloalkil, cikloheteroalkil, supstituirani cikloheteroalkil, heteroaril,
supstituirani heteroaril, heteroarilalkil, supstituirani heteroarilalkil, heteroalkil ili supstituirani heteroalkil ili pak
nedostaju kada je N dio aromatskog prstena;
opcionalno, R'i R? zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil;
opcionalno, R’ i R® zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani heteroalkildiil;
opcionalno, R' i R? zajedno, R” i R? zajedno, i R* i R* zajedno ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili
supstituirani heteroalkildiil,
opcionalno, R’ i R® zajedno, R® i R” zajedno, i R® i R® zajedno &ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili
supstituirani heteroalkildiil;
opcionalno, R* i R’ zajedno zajedno ¢ine alkildiil, supstituirani alkildiil, heteroalkildiil ili supstituirani
heteroalkildiil; 1
Y predstavlja (MoS4) 2, (M0,S15) 2, (M0,S9) %, (M0,S7) 2, (M0,S) %, (M0,S11) 7, (M0,S) ™ ili (M0,S13)7;
uz uvjet da ako je Y (MoS,)? iR, R*, R’, R*, R, R®, R’ i R® su jednaki, tada svaki od R', R*, R*, R*, R*, R , R’ i R®
ne predstavlja vodik, metil, etil ili n-propil.

2. Supstanca u skladu s patentnim zahtjevom 1, koja je naznatena time da Y predstavlja (MoSQ,)”.

3. Supstanca u skladu s patentnim zahtjevom 1, koja je naznacena:

RE-Mr-r® = ﬁ'.ﬁ—fwlf-—l:?tE
ll:ts R? i

4. Supstanca u skladu s patentnim zahtjevom 3, koja je naznatena time da Y predstavlja (MoSO,)”.
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Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su nazna&ene time da barem jedan element od R',
R’, R* i R* ne predstavlja alkil.

Supstance u skladu sa patentnim zahtjevima 1 ili 2, koje su naznadene time da barem jedan element od R', R?, R,
R*, R’,R%, R"iR®ne predstavlja alkil.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznatene time da elementi R', R* i R*
predstavljaju vodik, alkanil ili supstituirani alkanil.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznatene time da elementi R', R* i R*
predstavljaju vodik, metil ili etil.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznafene time da elementi R' i R’
predstavljaju alkanil.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznalene time da elementi R' i R’
predstavljaju metil ili etil.

Supstanca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koja je naznacena time da R' predstavlja alkanil,
supstituirani alkanil, alkenil, supstituirani alkenil, aril, supstituirani aril, arilalkil, supstituirani arilalkil, cikloalkil,
supstituirani cikloalkil.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R' i R? zajedno
predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno ili supstituirani heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R' i R* zajedno
predstavljaju alkileno ili heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su nazna¢ene time da elementi R' i R” zajedno
predstavljaju, te R* i R® zajedno predstavljaju, te R* i R* zajedno predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno,
heteroalkileno ili supstituirani heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznatene time da elementi R' i R? zajedno
predstavljaju, te R i R’ zajedno predstavljaju, te R* i R* zajedno predstavljaju alkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznacene time da elementi R'(R*)(R*)(RHN

imaju strukturu:
(e

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su nazna&ene time da clementi R* i R7 zajedno
predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno ili supstituirani heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R’ i R” zajedno
predstavljaju alkileno ili heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznafene time da elementi R', R* i R*
predstavljaju vodik, alkanil, supstituirani alkanil, i R3 predstavlja alkil, supstituirani alkil, alkenil, aril, arilalkil,
cikloalkil ili R* i R’ zajedno predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno ili supstituirani
heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznafene time da elementi R', R* i R?
predstavljaju metil ili etil i R3 predstavlja alkil, supstituirani alkil, alkenil, aril, arilalkil, cikloalkil ili R iR’
zajedno predstavljaju alkileno ili heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznatene time da clementi R', R* i R*
predstavljaju metil ili etil i R3 predstavlja alkil, supstituirani alkil, alkenil, aril, arilalkil ili cikloalkil.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su nazna&ene time da elementi R'(R*)(R*)(RHN
imaju strukturu:

I | o
—Ns—""0H N4 O i i _/L
| . .1 _‘\\N___, . - ._,hi.‘.l_r,-l"-k"'\.ﬂJK \ —r‘ﬂ|"|‘ I:IH :

D e 1O

[ i
< 40, g w9
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Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su nazna&ene time da elementi R'(R*)(R*)(RHN
imaju strukturu:

—Nl[+ —~" " pH

. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su nazna&ene time da elementi R'(R*)(R*)(RHN

imaju strukturu:

L

o

— :

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznacene time da elementi R'(R*)(R’)(RY)N
imaju strukturu:

g

-
J

-

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznaene time da elementi R', R* i R*
predstavljaju metil ili etil i R* i R’ zajedno predstavljaju alkileno ili heteroalkileno.

Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R'(R*)(R*)(RHN
imaju strukturu:

| O
ff;!+_f’“~,:,f’xfuw’“‘ NE__:,«' PJ|+ HJ.,__
u g, |
....F-,‘i.-|—._ 2

_+N_
[ |
—T‘Ji’f—"'ﬁh‘ﬂwﬂ"‘fﬁ“h#— i ,-fo+ IJ _
I 1
._N-|-_..
O N T Y N |

Oz | —N+
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A r ;A
i VT_ ' [ _\f"-x_,p{,,__

| .
or —T’*J|+W|~.;+_ |

28. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznalene time da elementi R', R* i R*

predstavljaju vodik i R* predstavlja alkil, cikloalkil ili supstituirani heteroaril ili R* i R’ zajedno predstavljaju
alkilceno.

29. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R' i R?

10
26.
27.

15

20

predstavljaju alkanil i R* i R* predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, arilalkil ili alkileno.

30. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznaene time da elementi R' i R?

predstavljaju metil ili etil, i R* i R* predstavljaju vodik, alkil, supstituirani alkil, aril, arilalkil ili alkileno.
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31. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da clementi R'(R*)(R*)(RH)N
imaju strukturu:

&}

£
RN‘P’; “‘m_-f":HN T

L

NH,

v S
©N+\_® . +\©

5 s tim da R’ predstavlja smjesu ravnolan¢anih alkanilnih grupa koje imaju barem 8 atoma ugljika i ne vie od 18
atoma ugljika.
32. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznafene time da elementi R', R* i R*
predstavljaju vodik, i R® predstavlja supstituirani alkil, supstituirani heteroaril, cikloalkil ili alkileno.
33. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R'(R*)(R’)(RY)N
10 imaju strukturu:

N
NH3+
Ho Y
OH N
’ + +HM STy
o e

34. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznadene time da elementi R' i R? zajedno
predstavljaju alkileno, supstituirani alkileno, heteroalkileno, supstituirani heteroalkileno, dok R’ predstavlja alkil ili

15 supstituirani alkil i R* predstavlja vodik ili pak nedostaje.
35. Supstance u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1-4, koje su naznatene time da elementi R'(R*)(R¥)N ili

R'RHRH)R*N imaju strukturu:
N‘+ | . K\OH -
- & M+
| &N SNOH o
" . PH.:J : - r j

ir

20  36. Farmaceutska kompozicija naznafena time da podrazumijeva supstancu u skladu s bilo kojim od patentnih
zahtjeva 1-4, kao i farmaceutski prihvatljivi diluent, ekscipijent ili adjuvant.

37. Metoda za tretiranje ili prevenciju raka kod pacijenta, koja je maznadena time da podrazumijeva apliciranje
re¢enog tretmana na pacijenta koji pokazuje potrebu za reenim tretmanom, s tim da se aplicira uéinkovita koli¢ina
supstance u skladu s kontekstom razmatranja bilo kojeg od patentnih zahtjeva 1-4.

25 38. Metoda za tretiranje ili prevenciju raka kod pacijenta, koja je maznafena time da podrazumijeva apliciranje
reenog tretmana na pacijenta koji pokazuje potrebu za recenim tretmanom, s tim da se aplicira u¢inkovita koli¢ina
farmaceutske kompozicije u skladu s patentnim zahtjevom 36.

39. Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 37, koja je nmaznafena time da nadalje podrazumijeva apliciranje u
pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enim tretmanom, uéinkovite koli¢ine drugog reagensa s anti-kancerogenim

30 djelovanjem ili farmaceutske kompozicije koja sadrzava drugi anti-kancerogeni reagens 1 farmaceutski prihvaljiv
diluent, ekscipijent ili adjuvant.

40. Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 38, koja je maznacena time da nadalje podrazumijeva apliciranje u
pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enim tretmanom, ucinkovite koli¢ine drugog reagensa s anti-kancerogenim
djelovanjem ili farmaceutske kompozicije koja sadrzava drugi anti-kancerogeni reagens i farmaceutski prihvaljiv

35 diluent, ekscipijent ili adjuvant.
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Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 37, koja je maznafena time da nadalje podrazumijeva apliciranje u
pacijenta koji pokazuje potrebu za reCenim tretmanom, terapeutski uéinkovite koli¢ine cinka ili farmaceutske
kompozicije koja sadrzava cink.

Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 38, koja je naznaena time da nadalje podrazumijeva apliciranje u
pacijenta koji pokazuje potrebu za refenim tretmanom, terapeutski ucinkovite koli¢ine cinka ili farmaceutske
kompozicije koja sadrzava cink 1 farmaceutski prihvaljiv diluent, ekscipijent ili adjuvant.

Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 37, koja je naznadena time da izraz rak predstavlja rak dojke, rak bubrega,
rak mozgam rak debelog crijeva, rak prostate, hondrosarkom ili angiosarkom.

Metoda tretiranja ili preveniranja makularne degeneracije vlaznog tipa ili renmatoidnog artritisa kod pacijenta koji
pokazuje potrebu za reCenom vrstom tretmana, koja je maznafena apliciranjem terapeutski ucinkovite koli¢ine
supstance koja je navedena u patentnim zahtjevima 1-4.

Metoda tretiranja ili preveniranja makularne degeneracije vlaznog tipa ili reumatoidnog artritisa kod pacijenta koji
pokazuje potrebu za reCenom vrstom tretmana, koja je naznacena apliciranjem terapeutski ucinkovite koli¢ine
farmaceutske kompozicije koja je definirana u patentnom zahtjevu 36.

Metoda tretiranja ili preveniranja aberantne vaskularizacije kod pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enom vrstom
tretmana, koja je naznacena apliciranjem terapeutski uéinkovite koli¢ine supstance koja je navedena u patentnim
zahtjevima 1-4.

Metoda tretiranja ili preveniranja aberantne vaskularizacije kod pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enom vrstom
tretmana, koja je nazmacena apliciranjem terapeutski ucinkovite koliine farmaceutske kompozicije koja je
definirana u patentnom zahtjevu 36.

Metoda tretiranja ili preveniranja stanja suviska bakra kod pacijenta koji pokazuje potrebu za re€enom vrstom
tretmana, koja je naznacena apliciranjem terapeutski ucinkovite koli¢ine supstance koja je navedena u patentnim
zahtjevima 1-4.

Metoda tretiranja ili preveniranja stanja suviska bakra kod pacijenta koji pokazuje potrebu za reCenom vrstom
tretmana, keja je mazmacena apliciranjem terapeutski ucinkovite koliine farmaceutske kompozicije koja je
definirana u patentnom zahtjevu 36.

Metoda tretiranja ili preveniranja stanja pretilosti kod pacijenta koji pokazuje potrebu za reCenom vrstom tretmana,
koja je naznadena apliciranjem terapeutski u¢inkovite koli¢ine supstance koja je navedena u patentnim zahtjevima
1-4.

Metoda tretiranja ili preveniranja stanja pretilosti kod pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enom vrstom tretmana,
koja je nmaznadena apliciranjem terapeutski ucinkovite koli¢ine farmaceutske kompozicije koja je definirana u
patentnom zahtjevu 36.

Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 50 koja je naznaena time da nadalje podrazumijeva aplikaciju kod
pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enom vrstom tretmana, terapeutski uéinkovite koli¢ine drugog reagensa ili
farmaceutske kompozicije koja je uéinkovita protiv pretilosti, a koja nadalje podrazumijeva drugi reagens protiv
pretilosti, kao i farmaceutski prihvaljiv diluent, ekscipijent ili adjuvant.

Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 51 koja je nmaznafena time da nadalje podrazumijeva aplikaciju kod
pacijenta koji pokazuje potrebu za reCenom vrstom tretmana, terapeutski uéinkovite kolic¢ine drugog reagensa ili
farmaceutske kompozicije koja je u¢inkovita protiv pretilosti, kao i farmaceutski prihvaljiv diluent, ekscipijent ili
adjuvant.

Mctoda trctiranja ili preveniranja ncurodegencrativine bolesti kod pacijenta koji pokazuje potrcbu za rcéecnom
vrstom tretmana, koja je naznadena apliciranjem terapeutski uéinkovite koli¢ine supstance koja je navedena u
patentnim zahtjevima 1-4.

Metoda tretiranja ili preveniranja stanja neurodegenerativne bolesti kod pacijenta koji pokazuje potrebu za re¢enom
vrstom tretmana, koja je naznacena apliciranjem terapeutski u¢inkovite koli¢ine farmaceutske kompozicije koja je
definirana u patentnom zahtjevu 36.

Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 55 koja je naznacena time da neurodegenerativna bolest podrazumijeva
Alzheimerovu bolest, amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu ili prion bolest.

Metoda u skladu s patentnim zahtjevom 56 koja je naznadena time da neurodegenerativna bolest podrazumijeva
Alzheimerovu bolest, amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu ili prion bolest.

SAZETAK

Ovaj izum donosi novitetne derivate tiomolibdata, metode njihove proizvodnje, farmaceutske spojeve koji ih sadrzavaju,
metode koriStenja novitetnih derivata tiomolibdata u tretmanu bolesti koje su povezane s aberantom vaskularizacijom,
poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima, s pretiloscu ili poremec¢enom regulacijom NF-
kB, kao i metode kori$tenja farmaceutskih kompozicija koje podrazumijevaju derivate tiomolibdata u tretiranju bolesti
koje su povezane s aberantom vaskularizacijom, poremecajima metabolizma bakra, neurodegenerativnim poremecajima,
s pretilodc¢u ili poremeéenom regulacijom NF-kB.
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Ut¢inak bis(holin)tetratiomolibdata na
proliferaciju endotelnih stanica

15005
mu&\"‘-—..-—u___h____h
5 TTra
A
\
5
l.'c
L1 ;_\\
-
Tl Rt R
G T 1 1
HER 2.5 g0 TR 10.C

Y = % proliferacije (iniciran sa 1 ng/mL bFGF)
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-=- Kontrola

- A - Bis(holin)tetratiomolibdat

Tlustracija 1
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Aktivnost kaspaze 3 u huvec stanicama inkubiranim sa bis(holin) tetratiomolibdatom tijekom 2 sata u mediju koji je
osloboden seruma sa 1 ng/mL bI'GT

o o 100

Y = uM oslobodeni rodamin

X = vrijeme eseja (min)

-=- kontrola 72 sata inultrakulture

-¢- 1 uM bis(holin)tetratiomolibdat

- A - 10 pM bis(holin)tetratiomolibdat

-e- kontrolne huvec stanice u M200/1sgs
-s- apoptoti¢ke huvec stanice (kamptotecin)

Tlustracija 2
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Ilustracija 3
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Utinak bakra ili bis(holin)tetratiomolibdata na
ekspresiju IL-8 kaskade HUVEC stanica u ultrakulturi
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-¢- Kontrola

-e- 10 mM bakra

- A - 10 uM bis(holin)tetratiomolibdata
-=- 10 pM kombo

Tlustracija 4
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Utinak bis(holin)tetratiomolibdata na
ekspresiju IL-8 uz pomo¢ aktiviranih Thp-1 stanica
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-e- 10 mM bakra

- A - 10 pM bis(holin)tetratiomolibdata
-=- 10 uM kombo

Ilustracija 5
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U¢inak oralno apliciranog bis(holin)tetratiomolibdata

na razine mi§jeg KC u plazmi
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Tustracija 6
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