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(54) Poutiti karbazolyl-(4)- oxypropanolaminovych
slouéenin k inhibici proliferace hladkych
svalovych bunék

(57) Poutiti karbazolyl-(4)-oxypropanolaminovych slouenin ze

souboru zahrnujiciho sloueniny obecného vzorce I, kde Ry
znamend vodik, alkanoyl s aZ 6 atomy uhliku nebo aroyl vy-
brany z benzoylu a naftoylu, R2 znamen4 vodik, alkyl s az 6
atomy uhliku nebo aralkyl zvoleny z benzylu, fenethylu a
fenylpropylu, R3 znamend vodik nebo alkyl s aZ 6 atomy
uhliku, R4 znamend vodik nebo alkyl s aZ 6 atomy uhliku,
nebo pokud X pfedstavuje kyslik, R4 dohromady s Rs
mohou pfedstavovat -CH3-0-, X pfedstavuje valenéni spoj-
ku, -CH3, kyslik nebo siru, Ar je fenyl, naftyl, indanyl nebo
tetrahydronaftyl, Rs a R¢ jsou vodik, fluor, chlor nebo
brom, hydroxyskupina, alky! s aZ 6 atomy uhliku, -CONH2-
, alkoxyskupiny s aZ 6 atomy uhliku, benzyloxyskupiny,
niZ8i alkylthioskupiny s aZ 6 atomy uhliku, alkylsulfinylu s
aZz 6 atomy uhliku a alkylsulfonylu s az 6 atomy uhliku,
nebo Rs a R tvofi dohromady methylendioxyskupinu, nebo
jeji farmaceuticky pfijatelné soli, k virobé 1éiva pro inhibi-
ci proliferace a migrace hladkych svalovych bunék, pro pre-
venci restenosy po perkutinni translumindlni srde&ni
angioplastice, pro prevenci atherosklerosy a pro potlaceni
cévni hypertrofie spojené s hypertensi, u savci.
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Pouziti karbazolyl-(4)- oxypropanolaminovych
proliferace hladkych svalovych bungk. =~ f j
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Vyndlez se tykd nového lékarského pouzZiti karbazolylx-(4)~

oxypropanolaminovych slouéenin, zejména karvedilolu.

Dosavadni stav techniky

Rarbazolyl-(4)-oxypropanolaminové slouc¢eniny obecného vzorce

I,.
R, Rs

/
. X—Ar
O’\/\g)Y "R

OR1 2 R4

Iz

ty)

Kde R, je vodik, niZsi alkanoyl s obsahem maximdlné 6 atomd uhli-

ku nebo aroyl ze skupiny tvorené benzoylem a naftoylem
R, je vodik, nizsi alkyl s obsahem maximdlné 6 atomd uhliku
nebo arylalkyl ze _skupiny tvofené benzylen, fenylethylen
- a fenylpropylenm )
R; je vodik nebo niZ$i alkyl s obsahem maximalné 6 atomd u-

hliku

R, je vodik nebo niZsi alkyl s maximdlné 6 atomy uhliku, nebo
kdyZ X je kyslik, R, a Rg tvori spole¢né skupinu -CH,-0O-

X je valenéni spojka, -CH,, kyslik nebo sira

Ar je fenyl, naftyl, indanyl a tetrahydronaftyl

Rg a Rg Jjsou vodik, fluor,chlor,brom, hydroxyl,alkyl s maximal-
né 6 atomy uhliku, -CONH,-skupina, nizs3i akoxyskupina s maxi-




malné 6 atomy uhliku, benzyloxyskupina, nizdi alkylthioskupi-
na s maximalné 6 atomy uhliku, niZ$i alkylsulfinyl s maximal-
né 6 atomy uhliku a niZ$i alkylsulfonyl s maximalné & atomy
uhliku nebo
Rg a Rg spoleéné tvori metylendioxyskupinu
nebo jejich soli prijatelné z farmaceutického hlediska,
jsou uvedeny v U.S. Pat. No. 4,503,067. V tomto patentu je rovnéz
uvedena latka obecného vzorce I, 1lépe =znama jako karvediol
(‘m(carbazolr4vyloxy~3~[izm(o—metbnxyphenoxy) ethvllaminol-2-pro-

panol), majici strukturni vzorec II:
OCH,

o™~ N0

OH H

an

Sloudeniny, jejichz prikladem je karvedilol jsou nové 1léky
s mnohostrannymi u¢inky pouzivané v 1lécbé mirné az stfedni hyper-
tense, jsou uzite¢né i pfi anginé pectoris a méstnavém srdecCnim
selhani (CHF). Karvedilol je znam nejen jako kompetitivni antago-
nista B- adrenoreceptoru a vasodilatator, ale také jako antago-
nista kalciovych kanalt ve vy$sich koncentracich. Vasodilatacni
ucinky karvedilolu vyplyvaji primarné z blokddy ay-adrenorecep-
toru, kdezto B-adrenoreceptor, blokujici uc¢inek 1éku zabranuje
reflexni tachykardii pfi 1é¢bé hypertense. Tyto mnohostranné
uc¢inky karvedilolu odpovidaji antihypertensivnimu uc¢inku latky na
zvitata a zejména na lidi, a stejné jsou prospé&sné v 1écbé anginy
pectoris a CHF. Villette,R.N., Sauermelch,C,F. & Ruffolo,R.R.,
Jr. (1990) Eur.J.Pharmacol., 176, 237-240; Nichol, A.J., Gellai,
M. & Ruffolo,R.R., Jr. (1991) Fundam.Clin.Pharmacol., 5,25-38;
Ruffolo.R.R.,Jr.; Gellai M., Hieble,J.P., Villette,R.N. &
Nichols,A.J. (1990) Eur.J.Clin. Pharmacol., 38,582-S88;: Ruffolo,




R.R.,Jr., Boyle,D.A., Venuti, R.P. & Lukas,M.A. (1991) Drugs of
Today, 27,465-492; a Yue,T.L., Cheng,H., Lysko,P.G., Mckenna,
P.J., Feuerstein.R., Gu,J., Lysko, K.A., Davis,L.L. &
Feuerstein,G. (1992) J.Pharmacol. Exp. Ther., 263,92-98.

Antihypertesivni uc¢inek karvedilolu je zprostfedkovén pri-
marné snizenim periferni cévni resistence bez privodni reflexni
zmény srde¢niho rytmu, kterad provazi ostatni antihypertensivni
léky. Villette,R.N, a kol., Nichols,A.J. a kol., Ruffolo,R.R.Jr.,
Gellai,M., Hieble,J.P., Villette,R.N. & Nichols, A.J. (1990)
Eur.J.Clin.Pharmacol., 38,82-88. Karvedilol také znadné snizuje
rozsah infarktd u modeld akutniho infarktu myokardu u krys, pst
a vepit, (Ruffolo,R.R.Jr., a kol., Drugs of Today), zfejmé vlivem
jeho antioxida¢niho u€inku a snizeni volnych kyslikovych radika-
18, zpisobujicich peroxidaci tuk® (Yue,T.L. a kol.).

Abnormalni proliferace - bujeni bunék hladkého svalu cév je
spojena s kardiovaskularnimi poruchami jako je atherosklerosa,
hypertense a téz s vétiinou endovaskularnich vykon@. Abnormalni
bujeni hladkého svalu cévy je obvyklou komplikaci po perkutanni
transluminalni srde¢ni angioplastice (percutaneous transluminal
coronary angioplasty PTCA).

Vyskyt chronickych restenos zpisobenych naslednym bujenim
hladkého svalu cév po PTCA, byl pozorovan ve vice nez 40 az 45
% pripadd bé&hem 3 az 6 mésict, jak je popsano: Capron,L. ,Heudes,
D.,Chajara,A. & Bruneval,P. (1991) J.Cardiovasc. Pharmacol., 18,
207-211; Bourassa,M. (1992) J.Am.Coll.Cardiol., 19,1410-1411.
Neurohumoralni faktory, napfiklad angiotensin II, norepinephrin,
stejné jako rustové faktory, véetné z desticek uvolﬁovéného rus-
tového faktoru ( platelet;derived growth factor PDGF) a fibro-
plastového rustového faktoru (FGF), hraji roli pfi vzniku cévni
restenosy in vivo. Bourassa,M., te al. supra; Powell,J.S.,
Clozel,J.P., Miller,R.K.M., Kuhn,H., Hefti,F., Hosang M. &
Baumgartner ,H.R. (1989) Science, 245,186-198; Clozel,J.P., Hess,
P., Michael,C., Schietiger K. & Baumgartner,H.R. (1991) Hyperten-
sion, 18, (Suppl.If).1155-1159; Fingerle,J.Sanders ,K.K., & Fotev
Z. (1991) Basic. Res. Cardio., 86, 75-81,: Forney- Prescott .M.,
Vebb,R.L. & Reidi ,M.A. (1991) Am.J.Pathol., 139,1291-1296.:




Kauffman,R.F., Bean,J.S., Zimmerman,K.M. , Brown, R.F. &
Steinberg,M.I1. (1991) Life Sci., 49,223-228; Azuma H.Y. &
Hamasaki,H. (1992) Br.J.Pharmacol., 106, 665-671.; Ferns,G.A.A.,
Raines,E,V., Sprugel ,K.H., Motani,A.S., Reidi ,M.A. & Ross,R.

(1991) Science, 253, 1129-1132; a Lindner,V. & Reidi,M.A. (1991)
Proc.Natl.Acad.Sci. (USA), 88,3739-3743.

Vysoky vyskyt cévni reokluse spojené s PTCA vedl k vytvoreni
animalnich model® vzniku restenos in vivo na zvifatech a k hleda-
ai Gadinné 1laiky pro jejich prevenci. Antageonisté receptors pro
angiotensin II, inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu, an-
tagonisté a- adrenoreceptoru a protilatky ridstového faktoru vedly
u takovych animalnich modelll pouze k mirné redukci vyskytu reste-
nosy u zvifat (pouze z 10 az 50 %). Powell,J.S., a kol., supra;
Fingerle,J. a kol., supra; Forney-Prescott,M. a kol., supra;
a Kauffman,R.F., a kol., supra. Klinické studie s inhibitory an-
giotensin konvertujiciho enzymu (ACE), ukazaly pouze slaby pro-
tektivni vliv proti rozvoji restenosy u pokusnych zvifat. U 1lidi
se nepodafilo vyznamny protektivni vliv prokazat. Popma,J.J.,
Califf,R.M. & Topol, E.J. (1991) Circulation, 84,1426-1436. Ome-
zend a nevyznamnda ochrana proti vzniku restenosy, kterou jsou
schopny poskytnout latky se specifickym mechanismem uc¢inku zrfejme
nereflektuji komplexné povahu zmén pfi vzniku restenos. Pfedpo-
klada se, 2e mnoho raznorodych patofysiologickych mitogennich
faktorQ hraje roli v odpovédi cévni stény na jeji mechanické po-
$kozeni a je nepravdépodobné, ze ovlivnéni pouze jednoho z téchto
faktor miZe byt prospésné.

Proto jsou vysoce 2adouci anti-mitoticka ¢inidla, které sni-
#uji nebo chrani pted abnormalni proliferaci bunék hladkého svalu
pri kardiovaskularnich chrobiach naptiklad atherosklerose, cévni
hypertrofii spojené s hypertensi nebo pfi komplikacich PTCA ve-

doucich k chronickym restenosam.

Podstata vynalezu

Podstata vyndlezu spociva v novém lékarském pouziti

karbazolyl-(4)- oxypropanolaminovych sloucenin obecného vzorce I,
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ve kterém
R, znamend atom vodiku, niZs$i alkanoylovou skupinu

s aZ 6 atomy uhliku nebo aroylovou skupinu vybranou
z benzoylu a naftoylou,
R, znamend atom vodiku, niZsi alkylovou skupinu s az

6 atomy uhliku nebo aralkylovou skupinu zvolenou z benzylu,

fenethylu a fenylpropylu,
R, znamend atom vodiku nebo alkylovou skupinu s az 6

atomy uhliku,
R, znamend atom vodiku nebo nizsi alkylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku, nebo pokud X predstavuje atom kysliku,
R, dohromady s Rg mohou pfedstavovat skupinu vzorce -CH,-O-,
X predstavuje valenéni spojku, skupinu vzorce =-CH,,

atom kysliku nebo atom siry,
' Ar je zvolen z fenylu, naftylu, indanylu nebo tetra-

hydronaftylu,

Rs a Rg jsou jednotlivé zvoleny z atomu vodiku,
fluoru, chloru nebo bromu, hydroxyskupiny, niz2si alkylove
skupiny s az 6 atomy uhliku, skupiny vzorce -CONH,-, ni2si
alkoxyskupiny s aZ 6 atomy uhliku, benzyloxyskupiny, nizZsi
alkylthioskupiny s aZ 6 atomy uhliku, niZsi alkylsulfinylove
skupiny s aZ 6 atomy uhliku a ni2$i alkylsulfonylove skupiny
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S aZ 5 atomy uhliku, nebo

a
Rz a Rg tvofl dohromady methylendicxyskupinu,

wn

neco jeji framaceuticky prijatelné soli, k vyrobé
léciva pro inhibici proliferace a migrace hladkych svalovych
bunék savcu, s vyhodou k vyrobé lédiva pro prevenci restenosy
po perkutanni translumindlni srdec¢ni angioplastice u savcy,
pro prevencl atherosklerosy savcl a pro potlaceni cévni
hypertrofie (zbytnéni) spojené s hypertensi u savcu. Ucelné
je slouc¢eninou obecného vzorce I v téchto léc¢ivech '

karvedilol.

Podstata vyndlezu spocivd zaprvé v novém medicinském
pouziti karbazolyl-(4)-oxypropanolaminovych slouéenin
obecného vzorce I jako anti-mitotickych prostredkud pro
inhibici rustu bunék hladkého svalu. Vyndlez umoZriuje zejména
noveé pouziti slouc¢eniny obecného vzorce I, ve kterém R, az
Ry a Rg je vodik, X je kyslik, Ar je fenyl, Rg Je
methoxyskupina v poloze ortho (tak zvaného karvedilolu,
l-(karbazol-4-yloxy-3-{[2-(o-methoxyfenoxy)ethyllamino]-2-
-propanolu) nebo z farmaceutického hlediska prijatelnych
soli, k vyrobé léciva k prevenci restenos nasledujicich po
PTCA, k potlacdeni postupu cévni hypertrofie spojené
s hypertensi a k prevenci vzniku atherosklerosy.

Lécebnd metoda pro prevenci restenosy, ke které
dochazi po PTCA, v potlaceni cévni hypertrofie spojené
s hypertensi a k prevenci vzniku atherosklerosy u savcl
spoc¢iva v tom, Ze se savcl, a to zejména lidem, vnitfné
podavaji v nezbytném a uc¢inném mnozstvi léé¢iva obsahujici
slouceniny vyse uvedeného obecného vzorce I, zvlaste
slouceniny obecneého vzorce I, ve kterém R; az Ry a Ryg je
vodik, X je kyslik, Ar je fenyl, Rg Je methoxyskupina



v pcloze ortho (tak zvany karvedilol) nebo jejich

farmaceuticky pfijatalné soli.

Bylo zjisténo, Ze slouceniny obecného vzorce I,
zejména kardilol, jsou schopné zastavit mitogeny stimulovanou
proliferaci kultivovanych bunék hladkého svalu z krysi aorty
in vitro. Nejzajimavéjsi je, Ze slouceniny obecneého vzorce I,
zejména karvedilol, josu schopné blokovat proliferativni
u¢inek nékolika farmakologicky nepfibuznych mitogenu jako
trombinu, PDGF, epidermdlniho ristového faktoru (EGF),
angiotensinu II a endothelinu-1 s hodnotou ICgj, pribliZné 1
uM, v pripadé karvedilolu. To je ucinek, ktery neni sdilen
s 2adnym jinym antagonistou f-adrenoreceptoru, jako je
labetalol, celiprolol nebo sotalol. Protoze slouceniny
obecného vzorce I, zejména karvedilol, zabranuji
proliferaénim Gé¢inkim raznych stimulaénich mitogenu, je moZné
uvést, Ze jsou vhodné k prevenci nezddouciho nasledku této
proliferace, a maji jasnou vyhodu pfed antagonisty

jednotlivych specifickych rustovych faktora.

Dale bylo zjisténo, Ze slouceniny obecneho vzorce I,
zvlasté karvedilol, vykazuji vys$s$i ochranné ucinky proti
proliferaci cévnich bunék hladkého svalu v krevnich cévach.
Zvlasté sloudeniny obecného vzorce I véetné karvedilolu silné
inhibuji bujeni bunék v hladkého svalu cév, migraci
a neointimalni proliferaci v tepndch vystavenych akutnim

zranénim zplUsobenym balonkovou angioplastikou.

Koneéné tento vyndlez umoznuje pouziti sloucenin
obecného vzorce I, zejména karvedilolu, nebo jejich
farmaceuticky prijatelnych soli, k vyrobé leéciva pro inhibici
proliferace a migrace hladkych svalovych punék savcl, zejmena

¢lovéka, zvlasté k prevenci restenosy po angioplastice,
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podminéne neoint:malni proliferaci u pacientd, kteri
prodélali PTCA, x inhibici vzniku atherosklerosy nebo

K potlacenl postupu cévni hypertrofie spojené s hypertensi.
Pri lécebne metode téchto chorobnych stavi se pacientovi
vnitrné podava Gtéinna davka farmaceutickeého prostredku, ktery
obsahuje slouceninu obecného vzorce I, zejmeéna karvedilol,

nebo jeji farmaceuticky prijatelnou sul.

Jak je ilustroyvano pfiklady, karvedilol poskytuje
vyznamnou cochranu (v 84 % sniZuje silu vnit¥ni vrstvy cévni
stény v pricéném prurezu) pred balonkovou angioplastikou
vyvolanou neointimalni proliferaci, migraci a cévni stenosou
v modelu na kréni tepné krys. Kromé toho karvedilol vyznamne
inhibuje migraci bunék hladkého svalu cév in vitro a inhibuje
mitogenesi lidskéno hladkého svalu cév zpusobenou radou
ruznych mitogenu, aniZ je jeho pusobeni omezeno jakymkoli
mechanistickym vysvétlenim nebo teorii ¢i ¢éinnosti, pocitaje
v to vyjadrenou cchranu proti restenose po balokove

angioplastice in vivo.



Protiproliferativni ochranny mechanizmus karvediolu podle
vynalezu neni vysledkem blokady kalciovych kanaltt nebo receptoru
pro angiotensin II, které oba mohou zapri¢init restenosu po ba-
lonkové angioplastice, protoze hemodynamické experimenty prokaza-
ly, 2e pouzity rezim davkovani karvedilolu nema vyznamny vliv na
kalciové kanaly ¢&i receptory angiotensinu II. Navic u podobného
zvifeciho modelu, uZzitého u tohoto vynalezu, blokator kalciového
kanalu nifedipin zpusobil niZz$§i nez 40 % ochranu ve stehenni ar-
terii krélika po pfedchazejici angioplastice (Jackson,C.L., Bush,
R.C. & Bowyer,D.E. (1988) Artheroscler, 69, 115-122).

I kdyz nemohla byt vyloucena blokdda p-adrenoreceptoru jako
mechanismus, kterym karvedilol chrani hladké svalstvo cév proti
postizeni po angioplastice, neni 24dna evidence k pfedpokladu, ze
tyto receptory jsou schopné zprostfedkovat mitogenesi hladkych
sval@l. Naproti tomu je znamo, 2e aktivace a;- adrenoreceptoru
cirkulujicim norepinefrinem mize byt ucastna do rozvoje lumindlni
stenosy nasledujici po angioplastice. Nicméné antagonista
aq,-adrenoreceptoru prazosin (lmg/kg, p.o.) zplsobi pouze 16 % in-
hibici proliferace hladkého svalu cév pozorovaného u krys po an-
gioplastice kréni cévy (Fingerle,J., a kol.). Navic neni pravdé-
podobné, ze hypotensivni u¢inky karvedilolu pfispivaji k pozoro-
vanym k antiprolifera¢nim a&inkim, protoze ostatni antihyperten-
sivni lAatky nevykazuji efekt na cévni restenosu, ktera byla za-
znamenana u karvedilolu. Konedné kontinualni aplikace antagonisty
receptoru angiotensinu Il losartanu po stejnou ¢asovou periodu
jako byl podavan karvedilol u krys zplsobila stejnou redukci sys-
témového krevniho tlaku, jakd byla pozorovana po karvedilolu, ale
byla u néj =zaznamenana pouze 48 % redukce proliferace vnitfni’
vrstvy stény cévy. Kauffmann,R.F. a kol.

Podobné stejné hypotensivni davky nékolika dalsich antihy-
pertensivnich latek, jako je minoxidil nebo hydralazin nedokazaly
vytvorit signifikantni ochranu proti cévnim restendsam. Powell,
J.S., Muller, R.K.M. & Baumgartner ,H.R. (1991) J. Am. Coll. Car-
diol., 17,137B-142B.

Chemotekticka migrace bunky hladkého svalu medie do intimy

je prvnim dalezitym krokem v patogenesi neointimalni proliferace




po balonkové angioplastice. PDGF je ztejmé klicova substance zpa-
sobujici proliferaci a migraci bunék hladkych svalt. Ferns, G.
a.a., a kol:; Ross, R.(1986)N. Engl.J.Med.314,488-500.

Carvedilol inhibuje podle vynalezu migraci bunék hladkého
svalu vyvolanou PDGF s hodnotou ICgp srovnatelnou s potenci pozo-
rovanou ptfi inhibici proliferace hladkého svalu a antioxidadni
aktivity.

Aniz se omezime jakymkoli mechanistickym vysvétlenim nebo

»

tecrii puscbeni, karvedilol mé schopnest inhibcovat znovuvytvofeni
vnitfni vrstvy cévni stény in vivo, kterda miZe byt ve vztahu
k ptimé inhibici migrace hladkého svalu cév ze strfedni do vnitrni
vrstvy cévni stény a také Casti antioxidaéni aktivity karvedilo-
lu, ktera miZe ztlumit aktivitu makrofdagd a monocytd v misté zra-
néni. Protoze oxidovany lipoprotein nizké hustoty (low density
lipoprotein LDL)je také chemotakticky v hladkém svalu cévy,
a karvedilol inhibuje oxidaci LDL. Toto miZe dodatecné prispét
k mechanizmu zminéné inhibice neointimalni formace cévy in vivo.

Presnou molekularni strukturu vedouci k antiproliferativnimu
a antimigraénimu uc¢inku karvedilolu je trfeba jeSté objasnit. Nové
lékarské pouziti kafvédilolu a metoda lédeni pouzivajici karvedi-
lol podle vyndlezu poskytuje dobrou ochranu proti neointimalni
formaci cévni stény a restenose po angioplastice u animalniho mo-
delu. Stupen ochrany vytvofeny karvedilolem je srovnatelny pouze
s neddvno uverfejnénym pokusem c-myb antisense oligonukleotidu.
Simons, M., Edelman, E.R., Dekeyser, j.l.,Langer,R. & Rosenberg,
R.D. (1992) Nature, 359,67-70. Toho bylo dosaZeno pouze cestou
primé deposice vykonstruované anti-sense na poranény povrch cévy
v protikladu ke zminénému uziti a zplsobu léceni, ve kterém je
antistenoticky efekt s vyhodou dosazen systémovym podavanim, kte-
ré je pfistupnéjs$i v konvenéni lékatfské praxi. Mira ochrany proti
restenose indukované karvedilolem (az 84%) ptfi pouziti denni dav-
ky 2 mg/kg daleko prevysuje =znamé a¢inky ostatnich sloucenin
zkousenych na zvifecich modelech.

Sloucdeniny obecného vzorce [ mohou byt pripraveny podle US
Pat. No 4,503,067. Karvedilol je komerc¢né dostupny u Smith Kline

Beecham Corp. (Kredex) a Boehringer Mannheim GmbH (Némecko).
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Farmaceutické ptipravky sloucenin obecného vzorce I obsahu-
jici karvediol mohou byt pacientim podle vyndlezu podavany jakym-
koliv 1lékafsky ptijatelnym zplsobem, nejlépe parenteralné. Pro
parenteralni podani bude farmaceuticka smés ve formé sterilni in-
jekéni tekutiny skladované naptfiklad v ampuli nebo ve formé& vodné
nebo nevodné suspenze. Povaha a sloZeni farmaceutického nosice,
rozpoustédla nebo vehikula bude ovSem zaviset na zptisobu podani,
napfiklad zda bude injekce intravenosni nebo do svalu.

Farmaceutické pripravky sloucenin obecného vzorce I pro po-.
uziti podle vynalezu mohou byt aplikovény ve formé roztokl nebo
lyofilizovanych praskd pro parenterdlni pouziti. Prasky mohou byt
pfipraveny k pouziti pfidanim vhodného rozpoustédla nebo jiného
farmaceuticky vhodného noside. Kapalnid forma je obvykle pufrovany
izotonicky vodny roztok. Pf#iklady vhodnych rozpoustédel jsou nor-
malni izotonicky solny roztok, standardni S % roztok glukosy ve
vodé nebo v uUstojném roztoku octanu sodného nebo amonného. Takova
forma je zvlast vhodna pro parenterdlni podavani, ale mize byt
podavana i ordlné nebo miZe byt soucdsti odméiovanych davek inha-
latorem nebo rozprasovadem nebo insuflaci. Mize byt vhodné pridat
vehikulum jako etanol, polyvinylpyrrolidon, Zelatinu, hydroxyce-
lulosu, arabskou gumu, polyetylenglykol, manitol, chlorid nebo
citrat sodny.

Alternativné mohou byt tyto sloudeniny obecného vzorce I po-
davany oralné v kapslich, tabletach, emulzich nebo sirupech. Far-
maceuticky vhodné tuhé nebo kapalné nosice mohou byt pridany pro
zvy$eni stability nebo snazs$i vyrobu pfipravku. Tekuté noside za-
hrnuji sirupy, aras$idovy nebo olivovy olej, glycerin, stl, etanol
a vodu, tuhé nosice Skrob, lakotosu, dihydrat siranu vapenatého,
bilou hlinku, magnesium stearat nebo stearin, talek, pektin,
arabskou gumu, agar nebo Zelatinu. Nosicem miZe byt také glyce-
rylmonostearat nebo glyceryldistaerat samotny nebo s voskem.
Mnozstvi tuhého nosid¢e je razné, s vyhodou mezi 20 mg az 1 g na
jednotku davky. Farmaceutické pfipravky mohou byt vyrobeny kon-
venénimi technologiemi mletim, michanim, granulaci nebo ‘lisovanim
do tabletovych forem nebo michanim a plnénim do Zzelatinovych kap-

v, o

sli. PEi pouziti tekutych nosicd se ptipravuji sirupy, elixiry,
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emulse, vodné ¢&i nevodné suspense. Také tekuté formy mohou byt
podavany pfimo peroralné nebo plnény do zelatinovych kapsli.
Denni davky lidem pt#i 1éceni podle vynadlezu neprfekrod¢i 100
mg sloucdenin obecného vzorce I, vcetné karvediolu. Pro prevenci
reokluse po PTCA doporucdeny davkovaci rezim je podavani od 12,5
mg/den do 100 mg/den sloucdenin obecného vzorce I, zejména karve-
dilolu v jedné nebo vice davkach az 3 x denné pfed, béhem a az do
6 mésicll po angioplastice. Nejvyhodnéjsi je davkovani 25 mg/den
2

referovand davky slemdenin pouv?ivané ve

v ddvkich, Skutednd or
farmaceutickych pfipravcich podle tohoto vynalezu budou kolisat
podle konkrétniho slozeni pripravku, zpisobu podani, konkrétniho
mista podani, léceného pacienta a konkrétni l1lécCené nemoci.

Pfi pouziti sloudenin obecného vzorce I vCetné slouceniny
vzorce II podle vyndlezu neni tfeba ocekavat nevhodné toxikolo-
gické vlivy.

V néasledujicich prfikladech jsou vSechny teploty ve oc,
ledaze byly indikovany jinym zptsobem. VSechny vychozi materialy
byly ziskdny =z obchodnich =zdrojd. 1 bez dalSiho podrobného
rozpracovani se 1lze domnivat, Ze ¢lovék zkuSeny v dané technice
vyuzije predchazejici popis vynadlezu v co nejvét$i mife. Pokud se
tyde narokid, ktery si vyndlezce vyhrazuje, jsou prislusné odkazy

uvedeny nize.

Priklady provedeni

Materialy

Lidsky epidermalni ristovy faktor a desticky uvolriovaného
ristového faktoru A/B byly koupeny od Boehring Mannheim Corp.
(Indianopolis, IN); [3H]thimidin (spec.aktivita = 110 Ci/mmol; New
England Nuclear, Boston, MA) a lidsky thrombin byl koupen od Sig-
ma (St.Louis,MO). Karvedilol byl ziskan od Boehringer Mannheim
(Némecko) . Roztoky karvedilolu byly bezprostredné pred jejich po-
danim pripraveny pro injekce rozpus$ténim 5 mg slouceniny v nosi-
¢i, ktery sestaval z 0.3 ml kyselého ethanolu (stejné objemy 100
% etanolu a 1M HCL) v 4,7 ml sterilni destilované vody. VSechny

ostatni pouzité chemikalie byly z komer¢nich zdroji a byly pouzi-




ty bez dals$iho ¢isténi.

~Statistika

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér +/- S.E.M. a n znamena
pocet zvifat nebo pocet jednotlivych pokust v konkretni skupiné.
Statistické srovnani bylo provedeno pouzitim one-way analys vari-

ance s p hodnotou men$i nez 0,05 povazZovanou za signifikantni.

Kultura bunék hladkého svalu cév

Piivodni kultury hladkého svalu srde¢nicové cévy pro pouziti
k migraénim studiim byly pfipraveny explantaéni technikou popsa-
nou v Ohlstein,E.H., Arleth,A., Bryan,H., Elliott,J.D. & Sung,
C.P. (1992) Eur.J.Pharmacol., 225,347-350. Pavodni kultura lids-
kych bunék hladkého svalu plicni arterie konservovana hlubokym
zmrazenim pro pouziti ke studiu DNA synthesy byla ziskana z Clo-
netics Corp. (San Diego,CA). Buriky rostly v modifikované MCDB
131 obsahujici 5 % zarode&ného bovinniho sera, 10 ng/ml epider-
malniho rtstového faktoru, 2 ng/ml basic-fibroplastového riusto-
vého faktoru, 1pM dexametazonu, 10 pug/ml sulfatu gentamycinu

a 10 ng/ml amphotericinu B (Clonetics Corp.).

DNA - synthesy

Lidské bunky hladkého svalu cévy byly vlozeny do 24 well
plates (Corning,NY) (2 . 104 bunék/cmz. pasaz 6) a byly kulti-
vovany 3 dny. Burky byly potom inaktivovany sérem, obsahujicim
Eagleovo medium (DMEM;Gibco Labor., Grand Island,NY), modifikova-
nym Dulbeccem, které obsahovalo insulin (5 pg/ml), transferrin
(5 ug/ml) a seleni&itan sodny (5 ng/ml) po dobu 48 hodin. Burky
byly doplrovany &erstvym mediem jednou mezi a po 48 hodinéach
inaktivadni periody. Karvedilol byl ptidan 15 minut pred pridav-
kem mitogenu a nasledujici 24 hodinovou inkubaci. DNA- synthesa
byla sledovana méfenim radioaktivity inkorporace [3H] thymidinu

(4 hodiny) do TCA nerozpustné frakce.

Priklad 1

Migrace hladkého svalu ceévy




Postup sledovani migrace bunék hladkého svalu cévy byl
popsan dfive v Hidaka,Y., Eda,T., Yonemoto,M. & Kamei,T. (1992)
Atheroscler. 95,87-94. Bunky hladkého svalu srdec¢ni cévy (paséaz
3) byly suspendovany (1 . 100 bunék/ml) v séru bez DMEM doplnéném

0,2 % (w/v) bovinniho séra albuminu (Sigma). Zkousky migrace nyly

provedeny v prizplsobenych Boydenovych komirkdch, které pouzil
Transwell (Costar, Cambridge,MA) - komlirky pro kultivaci bunek s
polykarbondtcvou membrdanou ¢ velikoszi pérd 8 um. PRGE hyl

rozpudtén v DMEM a umistén v niZ3$im oddéleni v pfitomnosti nebo
bez karvedilolu. Buriky hladkého svalu cévy (5 . 10° bunék) byly
potom zatiZeny vrchnim oddélenim a inkubovéany 24 hodin pf&i 37 Oc
ve vlhké atmosféfe obsahujici 5 % CO,. Nepohyblive buriky byly s
povrchu jemné ses$krabnuty a promyty 3 krat PBS. Filtry byly
ustaleny v methanolu a upraveny Giemsa. PoCet bunék hladkého
svalu cévy, které skrze 100 x high power field (HPF) migrovaly k'
niz$imu povrchu filtrdt byl uréen mikroskopicky. Na filtr byly
po¢itany 4 HPF. Zkousky byly provadény 2 aZ 3 krat.

Se zvy$ujici se koncentraci PDGF roste migrace bunék hladké-
ho svalu krys. Maximalni vliv byl zaznamenan prfi koncentraci 1
nM. Kdyz byl karvediol umistén v niz$i komlirce s PDGF, odezva
migrace byla vyznamné inhibovédna do urc¢ité koncentrace zavislé na

hodnoté& IC g5 pro 3uM karvedilolu.

Priklad 2

Balonkova angioplastika kréni arterie krysy

Zvirata pouzita ke studiu byla rozdélena do dvou skupin. Na
zvifata pouzita pro hemodynamické studie (a) a na zvifata pouzita
pro histopatologické zkousky stupné intimalni proliferace po an-
gioplastice kréni arterie (b). Tyto dvé vétsi skupiny byly dale
rozdéleny na zvifata, kterd byla lécena karvedilolem (1 mg/kg,
i.p., 2 krat denné, priblizné 5 uM/kg/den) a na zvifata, ktera
slouzila jako kontrola, kterda dostavala stejny objem‘vehikula.
Viechna zvitata byla lécena karvedilolem nebo jenom vehikulem 3

dny pfed zac¢inajici hemodynamickou studii nebo angioplastikou
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kréni arterie (pozdéji tato skupina dostdvala po 14 dni nasledu-
jici po chirurgickém zakroku karvedilol nebo vehikulum a poté by-
‘ta tato zvitata obétovana k histologickému vysSetfeni kréni-arte-
rie). Druha skupina po balonkové angioplastice kréni arterie byla
za aseptickych podminek anesteziovdna (pentobarbitalem sodnym 65
mg/kg, i.p.), saméi krysy Sprague-Dawley (380-420 g) byly léceny
po 3 dny bud karvedilolem nebo vehikulem, poté byla nalezena leva
vnéj$i kréni arterie (stfedovym fezem) a vycisténa od ulpélé tka-
né az do mista vidlicového rozdvojeni kréni arterie. Zvlastni pé-
¢e byla vénovana tomu, aby nedos$lo ke zranéni bludného nervu nebo
pfipojeného cervikalniho ganglionu a sympatiku béhem ¢is$téni dis-
talni 4sti kréni arterie. 2-F Fogartyho arterialni embolektonic-
ky katetr (Baxter Healthcare Corp., Santa Ana,CA) byl vlozen do
levé vnéj$i kréni arterie a zaveden na fixni vzddlenost 5 cm do
dolni vnéj$i krkavice a spojené krcni arterie tak, aby konec ka-
tetru byl proximalné k oblouku aorty. Zafixovany balonek byl na-
fouknut tekutinou tak, aby do$lo k vytvofeni jemného odporu ve
sténé cévy a pak byl katetr vyjmut. S nafounutym balonkem byl ka-
tetr vyjiman v konstantnich intervalech (pfiblizne 2 cm/s) zpét
do bodu blizkého mistu vsunuti do vn&jsi krc¢ni arterie. Tento
postup byl proveden celkem 3 krat, pak byl katetr odstranén a ra-
na byla zavrfena. Zvifata byly uloZena v plexisklové schrance
v paru, svétlo a tma se stridaly po 12 hodinach, zvifata méla
ptistup ke standardni laboratorni stravé a piti vody ad libitum.
14 dni po provedeni balonkové angioplastiky byly spojené
kréni tepny odstranény z krys a pouzZity k histopathologické stu-
dii. Do urdité miry bylo znovuvytvofeni vnitfni vrstvy cévni sté-
ny histologicky kvantifikovano. Cévy byly fixovany bezprostifednim
promyvanim vysokou davkou pentobarbitalu sodného pti konstantnim
tlaku 95-100 mmHg) in situ. Celkova délka bézné kréni tepny, sa-
hajici od oblouku aorty k vidlicovému rozvétveni kréni arterie
(ptiblizné S cm dlouhd) byla vyjmuta pro histologické pozorovani.
Arterialni ptiéné tezy (8 um) byly fezany z parafinovych blokt
obsahujicich stfedni tfetinu arterie a byly barveny hematoxylinem
a eosinem. Vrstvy pfiénych fezd krevnich cév (vnitfni, sttedni

a vnéjsi) byly hodnoceny za pouziti buné¢ného zobrazovaciho sys-
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tému Bioscan Optimus (Edmonds,WVA).
VSechny pokusy byly provedeny specielné podle norem Animal
‘Care a Use Commmttee, SmithKline -Beecham Pharmaceuticals a AALAC.
Karvedilolova 1éc¢ba neméla vliv na zvysSeni télesné hmotnosti
béhem 17 denni lécebné periody (380 +/- 6 g, n =9 a 377 +/- 6 g,
n = 10 v karvedilolem a vehikulem lécenych skupinach 3 dny prfed
chirurgickym =zakrokem 425 +/- 9 g a 416 +/- 7 g 14 dnt po

balonkové angioplastice). Krysy 1lédené karvedilolem (1 mg/kg

v v s

ip ), 2 k¥rat deend po 3 doy mély vyrazné niZsi klidovy stiednt
arterialni krevni tlak a srdeéni frekvenci (102 +/- 5 mmHg a 305
+/- 9 bpm, n =6) nez ty, které byly 1léceny vehikulem (125 +/-
3 mmHg a 360 +/- 21 bpm, n = 7).

Balonkova angioplastika levé spoleé¢né krcéni arterie zplsobila
znac¢né zesileni vnitfni vrstvy cévni stény u krys 1lécenych vehi-
kulem, zplGsobujici vysoce vyznamné - 20 nasobné zvysSeni poméru
intima:media. Kontralateralni prava spoled¢na kréni céva, ktera
nebyla podrobena angioplastice, byla normalni u obou skupin krys,
lécenych jak karvedilolem, tak vehikulem. Nebyly u nich pozorova-
ny z4dné rozdily mezi vzorky oblasti vnitfni, stfedni a vnéjsi
vrstvy cévy a tyto cévy mély stejny pomér intima:media. ZvétSeni
neointimdlni proliferace po angioplastice bylo vyrazné potlaceno
karvedilolovou lé¢bou, pti niz v 84 % pripadt doslo ke snizZeni
vnitfni vrstvy cévy v pfiéném Fezu a srovnatelné v 81 % poklesl
pomér intima:media. Karvedilolova 1léc¢ba nezménila ani strfedni,
ani vnéj$i vrstvu cévy v priéném fezu. Karvedilolova 1écba po-
skytla vysoce vyznamnou ochranu proti myointimalni proliferaci
a migraci, které jsou disledkem poranéni cévni stény po balonkové

angioplastice.

Priklad 3
Inhibice mitogenese hladkého svalu cévy u lidi

Karvedilol podmifiuje na jeho koncentraci zavislou inhibici
mitogenese, kterd je stimulovana PDGF(1 nM), EGF (1 nM), thrombin

(0,1 U/ml) a zarodeé¢nym bovinnim sérem (1 %) u kultivovanych bu-

nék hladkého svalu lidské plicni arterie. Hodnota ICgqy pro karve-
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dilol proti mitogenesi stimulované ristovymi faktory a séry byla
mezi 0,3 a 2 puM. Tento vliv byl plné reverzibilni, kdyZ bunky
znovu ziskaly uplnou citlivost k rdstovym stimulatorGm béhem 24

hodinové inkubace, jestliZe byl karvedilol z prostredi vymyt.

VyuzZitelnost
vynalez 1lze vyuZit v lékaiské praxi. Popsané piipady

objasnuji jak lze vynalezy vyuzit, nijak vSak neomezuji dale

uvedené patentové naroky.
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PATENTOVE M AROKY

1. Pouziti karbazolyl-(4)-oxypropanolaminovych slouc¢enin

ze souboru zanrnujiciho slouceniny obecného vzorce I
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ve kterém e

Ry znamena atom vodiku, niZsi alkancylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku nebo aroylovou skupinu vybranou
z benzoylu a naftoylou,

R, znamena atom vodiku, nizsi alkylovou skupinu s azi
6 atomy uhliku nebo aralkylovou skupinu zvolenou z benzylu,
fenethylu a fenylpropylu,

Rj znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu s az 6
atomy uhliku,

Ry znamend atom vodiku nebo niZsi alkylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku, nebo pokud X predstavuje atom kysliku,
Ry dohromady s Rg mohou predstavovat skupinu vzorce -CH,-0-,

X predstavuje valenéni spojku, skupinu vzorce -CH,,
atom kysliku nebo atom siry,

Ar je zvolen 2 fenylu, naftylu, indanylu nebo tetra-
hydronaftylu,

Rg a Rg jsou jednotlivé zvoleny Z atomu vodiku,



fluoru, chloru nebo bromu, hydroxyskupiny, niZsi alkylove
skupiny s az 6 étomy uhliku, skupiny vzorce -CONH,-, nizsi
alkoxyskupiny s aZ 6 atomy uhliku, benzyloxyskupiny, nizsi
alkylthioskupiny s aZ 6 atomy uhliku, nizsi alkylsulfinylove
skupiny s azZ 6 atomy uhliku a ni1z31i alkylsulfonylové skuplny
s az 6 atomy uhliku, nebo

Rg a Rg tvori dohromady methylendioxyskupinu,

nebo jeji framaceuticky prijatelné soli, k vyrobé
léé¢iva pro inhibici proliferace a migrace hladkych svalovych

bunék savcQ.

2. Pouziti karbazolyl-(4)-oxypropanolaminovych sloucenin

ze souboru zahrnujiciho sloudeniny obecného vzorce I

Rs
//L\¢/ — ¢
O/\,/\N X Ar\
OR‘I Rz l RS
R4

Rs

D
ve kteram

R; zZnamena atom vodiku, niz$i alkanoylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku nebo aroylovou skupinu vybranou
Zz benzoylu a naftoylou,

R, znamena atom vodiku, nizsi alkylovou skupinu s az
6 atomy uhliku nebo aralkylovou skupinu zvolenou z benzylu,
fenethylu a fenylpropvluy,

Ry 2znamena aton vodiku nebo alkylovou skupinu s azZ. 6




i

atonmy uhliku,

R, zZnamend atom vodiku neko nizsi alkylovou skupinu
s a2 6 atomy uhliku, nebo gokud X predstavuje atom kysliku,
R, dohromady s Rg mohou predstavovat skupinu vzorce -CH,-0-,

X predstavuje valenéni spojku, skupinu vzorce -CH,,
atom kysliku nebo atom siry,

Ar je zvulen z fenylu, naftylu, indanylu nepbo tetra-
hydronaftylu,

Rg a Rg jsou jednotlivé zvo%eny Zz atomu vodiku,
fluoru, chloru nebo bromu, hydroxyskupiny, nizsi alkylové
skupiny s aZ 6 atomy uhliku, skupiny vzorce -CONH,-, nizZsi
alkoxyskupiny s aZ 6 atomy uhliku, benzyloxyskupiny, nizsi
alkylthioskupiny s aZ 6 atomy uhliku, nizsi alkylsulfinylové
skupiny s aZ 6 atomy uhliku a nizsi alkylsulfonylové skupiny
S az 6 atomy uhliku, nebo

R5 a Rg tvori dohromady methylendioxyskupinu,

L) . L . . . .
nebo jeji framaceuticky prijatelné soli, k vyrobé
léc¢iva pro prevenci restenosy po perkutanni transluminalni

srdec¢ni angioplastice u savcu.

3. Pouziti karbazolyl-(4)-oxypropanolaminovych sloudenin

ze souboru zahrnujiciho slouceniny obecného vzorce I
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ey
ve kterém

R, znamena atom vodiku, niZsi alkanoylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku nebo aroylovou skupinu vybranou
z benzoylu a naftoylou,

Ry znamena atom vodiku, nizsi alkylovou skupinu s az
6 atomy uhliku nebo aralkylovou skupinu zvolenou 2z benzylu,
fenethylu a fenylpropylu,

R; znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu s az 6
atomy uhliku,

R, znamend atom vodiku nebo nizsi alkylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku, nebo pokud X predstavuje atom kysliku,
R, dohromady s Rg mohou predstavovat skupinu vzorce -CH,-0-,

X predstavuje valenéni spojku, skupinu vzorce -CH,,
atom kysliku nebo atom siry,

Ar je zvolen z fenylu, naftylu, indanylu nebo tetra-
hydronaftylu,

Rg a Rg Jsou jednotlivé zvoleny z atomu vodiku,
fluoru, chloru nebo bromu, hydroxyskupiny, nizsi alkylove
skupiny s aZ 6 atomy uhliku, skupiny vzorce -CONH,-, nizsi
alkoxyskupiny s az 6 atomy uhliku, benzyloxyskupiny, nizsi
alkylthioskupiny s aZ 6 atomy uhliku, nizsi alkylsulfinylove
skupiny s az 6 atomy uhliku a niZsi alkylsulfonylove skupiny
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s az 6 atomy uhliku, nebo L
Rg a Rg tvofi dohromady methylendioxyskupinu,

nebo jeji framaceuticky pfijatelné soli, k vyrobé

lé¢iva pro prevenci atherosklerosy u savcu.

4. Pouziti karbazolyl-(4)-oxypropanolaminovych sloucenin

ze souboru zahrnujiciho slouceniny obecneého vzorce I

ve kterém

R; znamend atom vodiku, nizsi alkanoylovou skupinu
S az 6 atomy uhliku nebo aroylovou skupinu vybranou
z benzoylu a naftoylou,

R, znamena atom vodiku, nizsi alkylovou skupinu s az
6 atomy uhliku nebo aralkylovou skupinu zvolenou z benzylu,
fenethylu a fenylpropylu,

R, znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu s az 6
atomy uhliku,

R, znamena atom vodiku nebo nizsi alkylovou skupinu
s az 6 atomy uhliku, nebo pokud X predstavuje atom kysliku,
R, dohromady s Rg mohou predstavovat skupinu vzorce -CH,-O-,

X predstavuje valenéni spojku, skupinu vzorce -CH,,

atom kysliku nebo atom siry,
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Ar je zvolen z fenylu, naftylu, indanylu nebo tetra-

hydronaftylu,

Rz a Rg Jsou jednotlivé zvoleny z atomu vodiku,
fluoru, chloru nebo bromu, hydroxyskupiny, nizsi alkylove
skupiny s a2 6 atomy uhliku, skupiny vzorce -CONH,-, nizsi
alkoxyskupiny s aZ 6 atomy uhliku, benzyloxyskupiny, nizZsi
alkylthioskupiny s ai 6 atomy‘uhliku, nizsi alkylsulfinylove
skupiny s aZz 6 atomy uhliku a nizsi alkylsulfonylové skupiny
s az 6 atomy uhliku, nebo

' Rg a Rg tvori dohromady methylendioxyskupinu,

nebo jeji féémaceuticky prijatelné soli, k vyrobé
léc¢iva pro potlac¢eni cévni hypertrofie spojené s hypertensi

u savcu.

5. PouZiti podle ndroki 1 aZ 4, kde karbazolyl-(4)-oxy-

propanolaminovou slouc¢eninou je karvedilol.
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