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Farmaceuticky prostfedek pro aplikaci
pfi odmitavych reakcich organismu a
pouziti (4-triflormethyl)anilidu kyseliny
5-methylisoxazol-4-karboxylové a/nebo
jejiho metabolitu pro vyrobu lédiv

Anotace:

Reseni se tyka pouziti (4-trifluormethyl)anili-
du kyseliny 5-methylisooxazol-4-karboxylové
vzorce 1 a/nebo jejiho metabolitu, amidu ky-
seliny N-(4-trifluormethylfenyl)-2-kyano-3-
hydroxykrotonové vzorce 2, jakozZ i fyziologic-
ky pfijatelnych soli slouéeniny vzorce 2 pro
aplikacl pfi odmitavych reakcich organismu
prijemce orgdnu proti transplantovanému
organu a farmaceutického prostfedku na je-
jich baazi.
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Farmaqeuticky Qro§tfedek pro aplikaci pri odmitavych reakcich
organismu a pouziti (4-trifluormethyl) anilidu kyseliny 5-methyl-
1soxazol-4-karboxylové a/nebo jejiho metabolitu pro vyrobu 1lédiv

Oblast techniky

Vynalez se tykd pouzZiti (4-trifluormethyl) anilidu kyseliny
5-methylisoxazol-4-karboxylové a/nebo jejiho metabolitu, amidu
kyseliny N—(4—trif1uormethyl-fenyl)—2—kyano—3—hydroxykrotonové,
Jakoz i fyziologicky pfijatelnych soli druhé uvedené slouc¢eniny,
pro aplikaci pfi odmitavych reakcich organismu pfijemce organu
proti transplantovanému orgdnu, jakoz i 1é&iv, obsahujicich uve-
dené slouéeniny.

Dosavadni stav techniky

Z Evropského patentového spisu ¢&¢. 13 376 je znémy (4—tri—
fluormethyl) anilid kyseliny S-methylisoxazol-4-karboxylové vzor-
ce 1

0

]
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jako antiflogistické ¢&inidlo. Zde je také popsan zpusob vyroby
této slouceniny.

Dale je znamé, Ze slouenina vzorce 1 a jeji metabolit, amid

kyseliny N-(4-trifluormethylfenyl)-2-kyano-3-hydroxykrotonove
vzorce 2 0
NC— C— C— NH @ CF,
C\
/
HO"  CHy
2

maji imunomodulaéni vlastnosti, takze tyt? glouéeniny jsou vhodné
jako 1léc¢iva proti chronickému onemocnen1‘"Graft-ve¥§u§-Host",
jakoZ i proti onemocnéni autoimunitniho systému, obzvlasté syste-
matickému Lupus erythematodes (EP-A-217 206).

US-patentovy spis 4 061 767 popisuje pouZiti anilidovych

derivatl kyseliny 2-hydroxyethylidenkyanoctové pro vyrobu 1éciv
s antiflogistickym a analgetickym dc¢inkem.

-] -



CZ 281353 B6

V USA bylo v roce 1990 provedeno 15 000 transplantaci orga-
ni. Vétsi pocet se tykal ledvin, ale pribyvalo také transplantaci
srdce, kuze, 'plic, jater a pankreasu. U velkého poc&tu pacientu
pritom dochazi k odmitavym reakcim téla proti prendsSenému organu,
ktery pochazi od jiného ¢lovéka. Pri tom se rozlisuji t¥i formy
odmitavych reakci:

hyperakutni, akutni a chronické odmitéani.

Hyperakutni odmitavd reakce je v podstaté zplUsobena proti-
latkami, cirkulujicimi v krvi, které Jsou zaméfeny proti tkani
preneseného organu (transplantatu) a ve velmi kratké dobé, casto
v prubéhu nékolika minut, vedou k nekrose transplantatu.

Pri akutnim odmitédni transplantatu je odmitavd reakce casové
zpomalena. Vedle toho se vyskytuje chronickd forma pribéhu one-
mocnéni. Transplantdt prezivd prvni rok po transplantaci, mizZe
vSak byt v pristich letech organismem odmitadn. Dale je zndmo, Ze
hostitelsky vztah transplantdtu neni samotny omezen na odmitdni
hostitelskym organismem, v urcitych pripadech miZe nastupovat
imunoreakce proti hostitelskému organismu, vychdzejic 2z trans-
plantatu (EP-A-217 206). RozlisSuje se tedy mezi odmitavou reakci
mezi transplantdtem a hostitelem a mezi hostitelem a transplanta-
tem.

Dadle je znamé, zZe dochzi k odmitavym reakcim, kdyZz se prena-
Seji organy ruznych druhud organismu, napriklad z my$i na krysu
(Roitt a kol., Immunology, Gower Medical Publishing Ltd., 1985).

Dosud nejsou zndmd zA&dna 1léciva, kterd by poskytovala uc¢in-
nou ochranu proti hyperakutni odmitavé reakci. Na klinikach se
dosud darci a prijemci orgadnu testuji na nesnasenlivost. U 20 az
40 % pacientu jde pri tom o pripad, Ze nemohou prijmout darovava-
ny orgadn. Akutni odmitavou reakci Jje mozZno osetrovat, avsak pou-
Zzivané medikamenty vykazuji p¥i terapii nefrotoxické vedlejsi
ucinky. Dosud také nejsou znamé zadné medikamenty, které by mohly
zachytit plvod chronickych odmitavych reakci.

Jako podstatny patogenni faktor pro zanik tké&né u transplan-
tatu Jsou brany allofilni a xenofilni protilatky (Auchincloss H.,
Transplantation 46, 1, 1988). Tyto protilatky jsou v podstaté
zodpovedné za odmitdni pri prenosech organa v jednom druhu orga-
nismu (allo) nebo mezi dvéma ruznymi druhy organismi (xeno).

Podstata vynalezu

Nyni bylo prekvapivé zjisténo, Ze sloucenina vzorce 1 a jeji
metabolit, shora uvedend sloucenina 2, vykazujli silnou inhibici
tvorby allofilnich nebo xenofilnich protilatek. Tim je umozZnéno
ucinné osetrovat hyperakutni, akutni a chronické reakce prijemce
proti transplantovanému organu.

PredloZeny vynalez se tedy tyka pouzZiti (4-trifluormethyl-
~-fenyl) anilidu kyseliny 5-methylisoxazol~4-karboxylové a amidu
kyseliny N-(trifluormethylfenyl)-2-kyano-3-hydroxykrotonové a/ne-
bo jeho fyziologicky prijatelné soli pro vyrobu léciv pro aplika-
ci pfi odmitavych reakcich organismu prijemce orgdnu proti trans-
plantovanému organu.
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thdné _fyziologicky prijatelné soli 3jsou napriklad soli
s alka}%cgyml 'kovy, kovy alkalickych zemin nebo soli amonné,
zahrnujici takeé fyziologicky prijatelné organické amonné base.

- Pod pojmem organ se rozumi v8echny organy savcl, obzvlasté
1lidi, napriklad ledviny, srdce, kuZe, 3jatra, pankreas, svaly,
kosti, streva nebo zZaludek, ale také krev nebo vlasy.

Pod pojmem odmitava reakce se mini vsechna obranna opatfeni
organismu prijemce, ktera vedou koneé&né k zaniku bunék nebo tkané
pfenaseného organu, popripadé ktera ovliviiuji Zivotaschopnost
prenaseného organu.

Slouceniny vzorce 1 a 2 se mohou vyrobit ndsledujicim zpuso-
bem:

Nechd se reagovat slouéenina obecného vzorce I

0

I\
N\O CHy

ve kterém znaci X atom halogenu, vyhodné chloru nebo bromu,
s aminem vzorce II

NH, CFs (11)

na slouceninu vzorce 1, kterd se potom miZe nechat zreagovat za
pritomnosti basického ¢inidla na slouceninu vzorce 2.

Shora uvedené reakce probihaji za standardnich podminek zna-
mym zpusobem (EP-B-13 376, US 4 061 767).

Vychozi latky pro uvedené reakce Jjsou znamé, nebo se daji
lehce vyrobit pomoci metod, znamych z literatury.

PredloZeny vyndlez se dale tyka 1léciv, ktera obsahuji Gc¢inné
mnoZzstvi slouceniny vzorce 1 nebo slouceniny vzorce 2 a/nebo
fyziologicky prijatelné soli slouceniny vzorce 2, vedle farmaceu-
ticky vhodnych a fyziologicky prijatelnych nosiéd, zredovacich
¢inidel a/nebo jinych u¢innych a pomocnych léatek.

Dadle se predloZeny vyndlez tykd také zpUsobu vyroby 1léciv
pro aplikaci pri odmitavych reakcich organismu prijemce organu
proti transplantovanému organu, jehoZ podstata spo¢iva v tom, ze
se sloudenina vzorce 1 nebo 2 a/nebo fyziologicky pfijatelna sul
slouc¢eniny vzorce 2 prevede s farmaceuticky vhodnym a fyziologic-
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ky prijatelnym nosicem a popripadé s dalsimi vhodnymi dUc¢innymi,
pridavnymi nebo pomocnymi latkami, na vhodnou aplikac¢ni formu.

Léc¢iva podle predlozZzeného vyndlezu se mohou aplikovat oral-
né, topicky, rektdalné, intravenosné nebo také parenterdlné. Apli-
kace se provadi pred, béhem a po transplantaci organu u prijemce
a/nebo darce.

Jako vhodné pevné nebo kapalné aplikaé¢ni formy Je mozZno
uvést napriklad granulaty, draié, prasky, tablety, (mikro) kaps-
le, ¢ipky, sirupy, stavy, suspense, emulse, kapky nebo injikova-
telné roztoky, jakoZz i prepardaty s protrahovanym u¢inkem. Pri je-
jich vyrobé se pouZivaji bézné pomocné latky, jako jsou napriklad
noside, bubridla, pojiva, potahové latky, botnaci latky, maziva
a mazaci latky, chutové latky, sladidla nebo latky zprostredku-
jici rozpousténi. Jako casto pouzivané pomocné latky Jje moZno
uvést napriklad uhliéitan horecnaty, oxid titanic¢ity, laktosu,
mannit a ostatni cukry, mastek, mlécnou bilkovinu, Z2Zelatinu,
Skroby, celulosu a jeji derivaty, Zivoc¢isné a rostlinné oleje,
polyethylenglykoly a rozpoustédla, jako je sterilni voda a Jjedno-
mocné nebo vicemocné alkoholy, napriklad glycerol.

Vyhodné se farmaceutické preparaty vyrabéji a aplikuji
v jednotkach davky, pricemz kazda jednotka obsahuje jako aktivni
substanci uréité mnoZstvi slouceniny vzorce 1 nebo 2 a/nebo
fyziologicky prijatelnou sl slouceniny 2. U pevnych Jednotek
davky, jako Jjsou tablety, kapsle nebo ¢ipky, miZe toto mnozZstvi
¢init aZ asi 300 mg, vyhodné vsak 10 aZz 200 mg.

Pro oSetreni pacientd (70 kg), kterym byl transplantovan
néjaky organ, se Vv pocatecéni fazi po transplantaci aplikuje
intravenosné v infusich maximadlné 1 200 mg za den a v pozdéjsich
fazich rehabilitace se aplikuje oralné trikrat 300 mg =za den
sloudeniny vzorce 1 nebo 2 a/nebo odpovidajici soli slouceniny
vzorce 2.

Podle okolnosti je v$ak moZno aplikovat také nizZzsi nebo
vyssi davky. Aplikace davky se muzZe provadét jednim podanim ve
formé jediné jednotky davky, nebo také ve formé vétsiho poctu
mensich jednotek davky nebo také vicendasobnym podadvanim rozdélené
davky v urcitych intervalech.

Kone¢né je také mozZné kombinovat slouc¢eninu vzorce 1 nebo
2 a/nebo odpovidajici sUl slouceniny vzorce 2 pri vyrobé shora
uvedenych galenickych aplika¢nich forem také s Jjinymi vhodnymi
G¢innymi latkami, napriklad s antiurikopatiky, latkami potlacuji-
cimi agregaci thrombocytl, analgetiky a steroidnimi nebo nestero-
idnimi antiflogistiky.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Farmakologickeé zkousky a vysledky

Krysy (LEW) staré 2 aZz 3 mésice se intraperitonealné (i.p.)

sensibilisuji 2 . 107 lidskych perifernich krevnich lymfocytt.
Intraperitonealni aplikace slouceniny vzorce 2 poé¢ind ¢tyri dny
pred sensibilisaci a kon¢i 10 dni po sensibilisaci krys. Vzorky
séra se odebiraji 2z ocasni Zily a skladuji se pri teplote
~-80 °C; tepelnou aktivaci se vylouc¢i komplementdrni funkce.

Prirodné se vyskytujici xenofilni protildtky (nXA) a sensi-
bilaci indukované xenofilni protildtky (sXA) se titruji a pridaji
se k lidskym perifernim Krevnim lymfocytim (Zivym) (45 minut pri
20 °C). Po intensivnim promyti se pridad kozi protilatka proti
krysimu IgG a IgM, znac¢end FITC a kvantitativné se stanovuje vaz-
ba na sXA nebo nXA pomoci Flow-cytometrie (FACScan, Becton
Dickinson).

A) Nesensibilisované krysy

Sam¢i krysy LEW maji ve svém séru obsazZené nXA, které se
vazou na vitdlni 1lidské periferni krevni 1lymfocyty, a sice
s prumérnym IgM-titrem 1 : 4 a s prumérnym IgG-titrem mens$im nez
1 : 1.

Krysy (n = 8), kterym bylo poddvano kazidy den 10 mg/kg slou-
ceniny vzorce 2, vykazuji v 11. dnu 30% redukci u IgG-titru
a 50% redukci u IgM-titru.

B) Sensibilisované krysy

U sensibilisovanych krys se vyskytuje silné zvysSené mnozstvi
sXA. IgG-titr ¢ini 1 : 1 024 az 1 : 16 384 a IgM-titr ¢ini
1 : 4 az 1 : 256. IgG-titr zuistdva po 50 dni stabilni, zatimco
IgM-titr po 10. dnu pomalu klesa.

Sensibilisované krysy (n = 5) se oSetruji 3 a 10 mg/kg slou-
ceniny vzorce 2. 11. den se dosdhne nasledujicich sXA-titra:

Slouc¢enina (mg/kg) IgG IgM
0 : 2 048 1 : 90
: 25 1l : 16
10 1: 1 1 1,5

Uéinek slouceniny vzorce 2 na tvorbu allofilnich protilatek

Sam¢i krysy Brown-Norway o hmotnosti 200 az 250 g se pouziji jako
darci srdce. Srdce se transplantuji sam¢im krysam Lewis o stejné
hmotnosti. VSem krysdm se poddva standardni dieta a voda a v oko-
1i se zachovava 12 hodin svétlo a 12 hodin temno.
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Krysédm (Lewis) se v den transplantace srdce a potom v odstu-
pu 4 dni odebird vzdy 1 ml krve z ocasni 2ily. Titr allofilnich
protilatek v krvi téchto krys se zjistuje tak, Ze se riizna zredé-
ni krve prijemcu inkubuji se slezinnymi bunkami krys darcovskych
(Brown-Norway) a krdlika. Cytotoxicita se stanovuje vyludovaci
metodou Tryptan-Blau. p-Hodnota pro protilatky se stanovuje pomo-
ci standard-T-testu ve srovnadni s neoSetfenymi kontrolnimi zvira-
ty.

Osetreni slouceninou vzorce 2 pocind 4. den po transplanta-
ci. Aplikuje se intraperitonedlné vidy 10 mg/kg slouéeniny 2
dvakrat denné. Pocet zvirat, ktera se soucasné osSetruji, Je 5.
Osetrovani konc¢i 17. den. Nésledujici tabulka ukazuje prumér hod-
not cytotoxicity (%) béhem osetrovani.

Zredéni krve dny po transplantaci p-hodnota
17. den
0 4 7 11 14 17
1 :5 3 63 36 19 22 11 0,001
1 : 25 3 58 31 16 11 6 0,001
1 : 125 4 34 20 S 6 5 0,050
Priklad 2

Vyroba (4-trifluormethyl) anilidu Kyseliny 5-methylisoxazol-4-
-karboxylové (sloucenina vzorce 1)

0
|

H C—NH -—<(@—‘<:F3
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N\O CH;

Roztok 0,05 mol chloridu kyseliny 5-methylisoxazol-4-karbo-
xylové (7,3 g) ve 20 ml acetonitrilu se pri teploté mistnosti
pridd po kapkdch do roztoku 0,1 mol 4-trifluormethylanilinu
(16,1 g) ve 150 ml acetonitrilu. Po dvacetiminutovém michéani se
vysrazeny hydrochlorid 4-trifluormethylanilinu odsaje, dvakrat se
promyje vidy 20 ml acetonitrilu a spojené filtraty se za sniZene-
ho tlaku zahusti. 2Ziskd se takto 12,8 g bilého krystalickeého
(4-trifluormethyl) anilidu kyseliny S5-methylisoxazol-4-karboxylo-
vé (sloucenina 1).

Priklad 3

Vyroba amidu kyseliny N-(4-trifluormethylfenyl)-2-kyano-3-hydro-
xykrotonové (slouc¢enina vzorce 2)

-6-
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Rozpusti se 0,1 mol (4-trifluormethyl) anilidu kyseliny
5-methylisoxazol-4-karboxylové ve 100 ml methylalkoholu a pri
teploté 10 °C se smisi s roztokem 0,11 mol (4,4 g) hydroxidu sod-
ného ve 100 ml vody. Reakéni smés se michd po dobu 30 minut a po-
z¥fedénli vodou se okyseli koncentrovanou kyselinou chlorovodiko-
vou. VysraZené Krystaly se odsaji, promyji se vodou a na vzduchu
se vysudi., VytéZzek ¢ini 24,4 g amidu kyseliny N-(4-trifluor-
methylfenyl)-2-kyano-3-hydroxykrotonové (slouc¢enina 2). Teplota
tani (z methylalkoholu): 205 azZz 206 °C.

Priklad 4
Akutni toxicita po intraperitonedlni aplikaci

Zkouska na akutni toxicitu se provadi po intraperitonealni
aplikaci testované substance s my$Smi NMRI (20 aZ 25 g) a krysami
SD (120 az 195 g). Testovana substance se suspenduje v 1% roztoku
natrium-karboxymethylcelulosy. Razné davky testované substance se
aplikuji mysSim v objemu 10 ml/kg télesné hmotnosti a kryséam
v objemu 5 ml/kg télesné hmotnosti. Pro davku se pouzZije 10 zvi-
rfat. Po 3 tydnech se zjistuje akutni toxicita podle metody
Lichfielda a Wilcoxona. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici ta-
bulce:

Slouéenina 1 slouc¢enina 2
akutni toxicita akutni toxicita
intraperitonedlné intraperitonealné
LD50 (mg/kg) LD50 (mg/kg)
mysSi NMRI 185 (163 azZ 210) (100 az 200)
krysy SD 170 (153 az 189)
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PATENTOVE NAROKY

Farmaceuticky prostredek pro aplikaci p¥i odmitavych reakcich
organismu prijemce organu proti transplantovanému orgéanu,
vyznadcujici se tim, 2Ze obsahuje U¢inné mnoz-
stvi (4-trifluormethyl) anilidu kyseliny 5-methylisoxazol-4-

-karboxylové vzorce 1 0

H C—NH —@—CF3
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1

a/nebo jejiho metabolitu, amidu kyseliny N-(4-trifluormethyl-
fenyl)-2-kyano-3-hydroxykrotonové vzorce 2.
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pri¢emz slouc¢enina 2 se vyskytuje jako takova, nebo ve forme
své fyziologicky prijatelné soli.

Pouziti (4-trifluormethyl) anilidu kyseliny 5-methylisoxazol-
-4-karboxylové vzorce 1

0
]

. C—NH—@——CF3

a/nebo jejiho metabolitu, amidu kyseliny N-(4-trifluormethyl-
fenyl)-2-kyano-3-hydroxykrotonové vzorce 2
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pricemz slouc¢enina 2 se vyskytuje jako takova, nebo ve formé
své fyziologicky prijatelné soli, pro vyrobu 1lééiv pro aplika-
ci pri odmitavych reakcich organismu prijemce organu proti
transplantovanému organu.

Pouziti podle naroku 2 pro vyrobu 1lééiv, Kktera se aplikuji
pred, béhem a/nebo po transplantaci u pfijemce nebo darce
organu.

PouZziti podle ndrokd 2 nebo 3 pro vyrobu 1é&iv pro aplikaci
pri hyperakutnich nebo akutnich odmitavych reakcich organismu.

Pouziti podle narokl 2 nebo 3 pro vyrobu 1lé&iv pro aplikaci
pri chronickych odmitavych reakcich organismu.

PouzZiti podle ndrokl 2 az 5 pro vyrobu léc¢iv pro aplikaci pri
pftenosech organd z jednoho druhu organismu na jiny druh.

Pouziti podle naroku 2 az 6 pro vyrobu léc¢iv pro snizZeni mnoz-
stvi allofilnich nebo xenofilnich protiléatek.

Pouziti podle naroki 2 aZz 7 pro vyrobu léé¢iv pro aplikaci
u savcl, obzvlasté u 1lidi.

Konec dokumentu




