SK 825-2003 A3

SLOVENSKA REPUBLIKA

(19) SK

URAD

PRIEMYSELNEHO
VLASTNICTVA
SLOVENSKEJ REPUBLIKY

ZVEREJNENA
(22)  Datum podania prihlasky: 8. 1. 2002
(31)  Cislo prioritnej prihlagky: 101 01 307.8
(32)  Déatum podania prioritnej prihlasky: 12. 1. 2001
(33)  Krajina alebo regionlna
organizacia priority: DE
(40)  Détumzverejnenia prihlasky: 2. 12. 2003
Vestnik UPV SR ¢.: 12/2003
(62)  Cislo pdvodnej prihlasky
v pripade vylucenej prihlasky:
86)  Cislo podania medzindrodnej prihlasky
podl'a PCT: PCT/EP02/00108
(87)  Cislo zverejnenia medzinarodnej prihlasky

podl'a PCT: WO02/055067

(11),21) Cislo dokumentu:

(13)
€3]

825-2003

Druh dokumentu: A3
Int. CL.7

A61K 31/194,
A61K 317225,
A61P 1/04,
A61P 1/16,
A61P 9/00,
A61P 11/00,
A61P 13/12,
A61P 17/00,
A61P 19/02,
A61P 19/06,
A61P 31/00,
A61P 35/00

(71)  Prihlasovatel: FUMAPHARM AG, Muri, CH;

(72)  Pbdvodca:

Joshi Rajendra Kumar, Ziirich, CH;

Strebel Hans-Peter, Luzern, CH;
Petzelbauer Peter, Wien, AT;

(74)  Zastupca:

Bezik Marién, Ing., Bratislava, SK;

(54) Nazov:

(57) Anotécia:

Derivaty kyseliny fumarovej ako inhibitory NF-kappa B

Opisuje sa poutzitie jedného alebo viacerych derivatov ky-
seliny fumarovej ako inhibitora NF-kappa B. Dalej je opi-
sované pouzitie derivatov kyseliny fumarovej na pripravu
farmaceutického prostriedku na lietbu chordb, ktoré sa

mdZu ovplyvnit NF-kappa B.




PP P25- 2003

DERIVATY KYSELINY FUMAROVEJ AKO INHIBITORY NF-KAPPA B

Oblast’ techniky

Tento vynalez sa tyka pouZitia jedného alebo viacerych derivatov
kyseliny fumarovej ako inhibitora NF-kappa B. Dalej sa tento vynalez tyka
pouZitia derivatov kyseliny fumarovej na pripravu farmaceutického prostriedku

na lie€bu choréb, ktoré sa mézu ovplyvnit NF-kappa B.

Doterajsi stav techniky

Je zname, Ze farmaceutické pripravky, ako je kyselina fumarova, ktoré
po podani sa biologicky degraduja a vstupuju do citratového cyklu alebo su
jeho sucdastou, ziskavaju na terapeutickom vyzname, hlavne pri podavani vo
vysokych davkach, pretoze mézu zmiernit alebo vyliecit choroby spdsobené
kryptogeneticky. Dalej kyselina fumarova inhibuje rast Ehrlichovho ascitného
néddru u mysi, znizuje toxické u€inky mitomycinu C a aflatoxinu a vykazuje
antilupienkov( a antimikrobialnu aktivitu.

vvvvv

kyseliny fumarovej, ktora uz bola popisana v mnohych patentovych spisoch,
ako napriklad v EP 0 188 479, DE 25 30 372, DE 26 21 214 alebo EP 0 312
697.

DalSie pouzitie urgitych derivatov kyseliny fumarovej, konkrétne
alky!hydrogénfumarétov, je popisané vDE 19721099.6 a DE 19853487.7.
V tychto publikaciach sa popisuje pouzitie tychto $pecifickych derivatov kyseliny
fumarovej pri liecbe autoimunitnych choréb, ako je polyartritida, roztrisena
skleroza a reakcia $tepu proti hostitefovi. Dalej v DE 19853487.6 a v DE
19839566.3 je popisané pouzitie alkylhydrogénfumaratov a dialkylfumaratov
v transplanta¢nej medicine. Hoci sa skimali jednotlivé mechanizmy pésobenia
derivatov kyseliny fumarovej pri lieCbe lupienky, neexistuju Ziadne $pecifické

informacie na tuto tému.
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NF-kappa B (jadrovy faktor kappa B) je transkripény faktor
eukaryotickych buniek. NF-kappa B patri do skupiny Rel proteinov, triedy
transkripénych faktorov, vyzna&ujucich sa tzv. Rel doménou. Rel doména sa
pomenovala po prvom ¢lenovi ngjdenom vo vtaom viruse, ktory bol
onkogénom. Specifické miesta tejto homolégnej Rel domény (Rel homolégna
doména = RHD), ktora sa sklada z 300 aminokyselin, st zodpovedné za vazbu
DNA na miesta kappa B, za dimerizaciu s dalSimi proteinmi Rel skupiny a za
interakciu s I-kappa B.

Doteraz je u cicavcov znamych § €lenov skupiny Rel. Sa to c-Rel, NF-
kappa B1 (p105/p50), NF-kappa B2 (p100/p52) a RelB. Teoreticky sa tychto
pat &lenov skupiny Rel proteinov méze kombinovat’ do akejkolvek formy homo-
a heterodimérov, hoci in vivo sa pozorovalo len niekolko $pecifickych
kombinacii. Typicka a najlepSie popisana molekula NF-kappa B je heterodimér
p50/p65 podjednotiek NF-kappa B1/RelA. Tento heterodimér je najbeznejSim

komplexom a nachadza sa prakticky vo vSetkych typoch buniek.

Po bunkovej aktivacii a disociacii I-kappa B, NF-kappa B heterodimér
p50/p65 migruje do bunkového jadra, kde sa viaze na zodpovedajlcu
sekvenciu 5'GGGRNNYYCC-3". Vtomto procese podjednotka p50
predovsetkym sliZi ako vazbova podjednotka DNA, zatial o podjednotka p65

ma transaktivaénu funkciu.

V désledku tychto odliSnych kombinacii kazdy ztychto heterodimerov
vykazuje jedine&né charakteristické vlastnosti, pokial ide o $pecificitu
bunkového typu, preferencie s ohfadom na DNA vazbu, rozdielnu interakciu

s izoformami I-kappa B, rozdielne aktivaéné poZiadavky a kinetiku aktivacie.

K rychlej indukovatelnosti NF-kappa B prispieva skutoCnost, Ze tento
faktor je pritomny vcytoplazme v neaktivnej forme, totiz vkomplexe
naviazanom na inhibitor 1-kappa B. Preto na aktivaciu nie je potrebna Ziadna
nova syntéza proteinu, ale len rozpustenie tohto komplexu s I-kappa B, alebo
degradécia tohto inhibitora a nasledné premiestnenie prave aktivneho dimeru

NF-kappa B do jadra.
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NF-kappa B sa modze aktivovat celym radom fyziologickych a
nefyziologickych stimulov. Medzi ne napriklad patria cytokiny, mitogény, virusy,
produkty virusov, zosietovanie receptorov antigénu na T- a B-lymfocytoch,
i6noféry vapnika, estery forbolu, UV-Ziarenie, oxidaCny stres, inhibitory
fosfatazy. Rozsah mnohych regulovanych alebo aktivovanych génov
prostrednictvom NF-kappa B je tak Siroky, Ze jeho transkripcia sa aktivuje,
vyvolava a zosilfiuje vazbou heterodiméru na zodpovedajicu sekvenciu, ako je
popisané vysSie. Ako dolezité stimulaéné latky sa mézu uviest hlavne TNF-alfa,
IL-1, IL-2 a lipopolysacharidy. Tieto regulaéné gény vSeobecne obsahuju gény,
ktoré su zapojené do imunitnej funkcie, zapalovej odozvy, adhézie buniek, rastu
buniek, ale i odumretia buniek. Najméa by sa mali uviest gény molekul adhézie
buniek, cytokinov, receptorov cytokinov, proteinov akutnej fazy, rastovych
faktorov a virusov. Specialne medzi gény indukované NF-kappa B patria gény
pre interferén-beta, pre lahky retazec imunoglobulinu, pre receptor T-buniek,
pre TNF-alfa a TNF-beta a pre tkanivovy faktor (CD142), prv nazyvany

tkanivovy tromboplastin alebo faktor llI.

Vdaka jeho centralnej tlohe pri regulacii imunitnych reakcii a zapalovych
reakcii uvedenych vy$sie a jeho zapojenia do regulacie tkanivovych faktorov,
cytokinov, atd. sa predpoklada, Ze pri vyvoji selektivnych inhibitorov
transkripcie faktoru NF-kappa B sa mozu €akat podobné vyhody ako u uz
znadmych protizapalovych &inidiel. Ako priklady sa mézu menovat protizapalove

steroidné ¢inidl4a, interferény alebo cyklosporiny.

Podstata vynalezu

S prekvapenim sa v sucasnosti zistilo, Ze jednotlivé derivaty kyseliny
fumarovej alebo ich zmesi maju inhibiény Gcinok vo¢i NF-kappa B. Tento a¢inok
sa mbze vyhodne wyuzit pri priprave farmaceutického prostriedku
obsahujlceho tieto derivaty kyseliny fumarovej bud jednotlivo alebo v zmesi na
liedbu chordb, ktoré sa sprostredkuji alebo mézu byt ovplyvnené NF-kappa B.
Medzi choroby, ktoré sa mézu ovplyvnit NF-kappa B, patri hlavne progresivna

generalizovana sklerodermia, osteochondritida syfilitika (Wegenerova choroba),
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cutis marmorata (livedo reticularis), Behcetova choroba, panarteritida, vredovita
kolitida, vaskulitida, osteoartritida, dna, arterioskler6za, Reiterova choroba,
pfucna granulomatoéza, druhy encefalitidy, endotoxicky Sok (septicko — toxicky
8ok), sepsia, pneumonia, encefalomyelitida, anorexia neurosis, hepatitida
(akatna hepatitida, chronicka hepatitida, toxicka hepatitida, alkoholom vyvolana
hepatitida, epidemicka hepatitida, zltatka, zlyhanie c¢innosti pecene a
cytomegalovirusovd hepatitida), Rennertova T-lymfomatéza, mezangialna
nefritida, postangioplasticka restenodza, reperfuzny syndrém,
cytomegalovirusova retinopatia, adenovirusové ochorenia ako su
adenovirusové prechladnutia, faryngokonjuktivalna hori¢ka a adenovirusova
oftalmia, AIDS, Guillian-Barrého syndrém, postherpetickda a postzosterova
neuralgia, zapalova demyelinizana polyneuropatia, mononeuropatia multiplex,
mukoviscidéza, Bechterewova choroba, Barettov ezofagus, EBV infekcia
(Epstein — Barrov virus), zmeny srdca, intersticialna cystitida, diabetes mellitus
typu I, radiosenzibilizacia ludskych nadorov, multirezistencia zhubnych buniek
k chemoterapeutickym ¢inidlam (rezistencia pri chemoterapii voci viacerym
lieGivam), kozny granulém a karcinémy, ako je karcindm prsnika, karcindm
hrubého ¢&reva, melaném, karcindm primarnych peceflovych buniek,
adenokarcindm, Kaposiho sarkém, karcindm prostaty, leukémia ako je akutna
myeloidna leukémia, zmnoZeny myelém (plazmocytom), Burkittov lymfom a

Castlemanov nador.

Podra tohto vynalezu jeden alebo viacero derivatov kyseliny fumarovej,
vybranych zo skupiny pozostavajucej z dialkylesterov kyseliny fumarovej a
monoalkylesterov kyseliny fumarovej vo forme vofnej kyseliny alebo vo forme
soli a ich zmesi, sa vyhodne pouzije na inhibiciu NF-kappa B a na pripravu

farmaceutického prostriedku.

Dialkylestery kyseliny fumarovej vyhodne zodpovedaju vzorcu:
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COOR;

N/
R1OOC/ \H

kde Ri a Rz, ktoré mdZu byt rovnaké alebo odliSné, su nezavisle linearny,
vetveny, cyklicky, nasyteny alebo nenasyteny Ci.o4 alkylovy radikal alebo Cs.5o
arylovy radikal a tieto radikaly st pripadne substituované halogénom (F, Cl, Br,

1), hydroxyskupinou, C4.4 alkoxyskupinou, nitroskupinou alebo kyanoskupinou.

Radikalmi Ry a Ry su vyhodne metyl, etyl, n-propyl, izopropyl, n-butyl,
sek.-butyl, terc.-butyl, pentyl, cyklopentyl, 2-etylhexyl, hexyl, cyklohexyl, heptyl,
cykloheptyl, oktyl, vinyl, alyl, 2-hydroxyetyl, 2- alebo 3-hydroxypropyl, 2,3-
dihydroxypropyl, 2-metoxyetyl, metoxymetyl alebo 2- alebo 3-metoxypropyi.

Monoalkylestery kyseliny fumarovej vyhddne zodpovedaju vzorcu:

[ COoO

H \C = C/ _ A
i R1OOC/ \H

kde Ry je definovany vy$sie, A je vodik, kation alkalického kovu alebo kovu
alkalickych zemin alebo fyziologicky kompatibilny katién prechodného kowvu,
vyhodne vybrany z Li*, Na*, K*, Mg?, Ca%", Zn*", Fe’" aMn®*, anje 1 alebo 2

a zodpoveda mocenstvu A.
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Tento vynalez vyhodne pouziva jeden alebo viacero derivatov kyseliny
fumarovej, vybranych zo skupiny obsahujucej dimetylester kyseliny fumarove;j,
dietylester  kyseliny  fumarovej, metyletylester  kyseliny  fumarovej,
metylhydrogénfumarat,  etylhnydrogénfumarat, = metylfumarat  horecnaty,
etylffumarat hore€naty, metylfumarat zinoCnaty, etylfumarat zinocnaty,
metylfumarat Zeleznaty a etylfumarat Zeleznaty, metylfumarat vapenaty a/alebo

etylfumarat vapenaty.

Podla tohto vynalezu sa derivaty kyseliny fumarovej vyhodne pouziji na
pripravu farmaceutického prostriedku v takom mnozstve, Zze jedna davkovacia
jednotka  tohto  farmaceutického  prostriedku  obsahuje = mnozstvo
derivatu/derivatov kyseliny fumarovej zodpovedajuce alebo ekvivalentné 1 az
500 mg, vyhodne 10 az 300 mg a najvyhodnejSie 10 az 200 mg kyseliny

fumarovej.

Vyhodnymi formami aplikacie pre tento farmaceuticky prostriedok je
oralne, parenteralne, rektalne, transdermalne, nazéine, pulmonalne (inhala¢né)
alebo oftalmické podavanie (vo forme oénych kvapiek), vyhodné je oralne
podavanie. Potom bude tento prostriedok pritomny vo vhodnej forme pre kazdy

typ podavania.

Pri ordlnom podavani je tento farmaceuticky prostriedok pritomny vo
forme jednotlivych tabliet s jednotkovou davkou, mikrotabliet (tablety
s viacjednotkovymi davkami) alebo minitabliet, mikroguloCok alebo granul (tieto
mikrotablety, mikrogulé¢ky alebo granule st pripadne zakapsulované alebo
plnené do obalov), kapsul alebo roztokov na pitie. Vo vyhodnom vyhotoveni
tuhé davkovacie alebo aplikované formy sa opatria enterosolventnym
povlakom. Takyto povlak sa mdze tiez naniest na zakapsulované alebo pinené

davkovacie formy.

V pripade parenteradineho podavania injekcii (intravenozne i.v.,
intramuskularne i.m., subkutanne s.c., intraperitonedlne i.p.) je prostriedok
pritomny vo vhodnej forme. Na injekcie sa mdZu pouzit v8etky vhodné bezné

kvapalné nosice.
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Tento farmaceuticky prostriedok méZe vyhodne obsahovat bud
jednotlivo alebo v zmesi: 10 az 500 mg dialkylfumaratu, hlavne dimetylfumaratu
a/alebo dietylfumaratu; 10 az 500 mg alkylfumaratu vapenatého, hlavne
metylfumaratu vapenatého a/alebo etylfumaratu vapenatého; 0 az 250 mg
alkylfumaratu zino¢natého, hlavne metylfumaratu zino¢natého alalebo
etylfumaratu zinoZnatého; 0 az 250 mg alkylhydrogénfumaratu, hlavne
metylhydrogénfumaratu al/alebo etylhydrogénfumaratu; a 0 az 250 mg
alkylfumaratu hore¢natého, hlavne metylfumaratu horeénatého alalebo
etylfumaratu hore¢natého; sthrnné vy3Sie uvedené mnoZstva zodpovedaj
ekvivalentu 10 az 500 mg, vyhodne 10 az 300 mg a najvyhodnejsie 100 mg

kyseliny fumarovej.

Vyhodné prostriedky podfa tohto vynalezu obsahuju len dimetylfumarat

v mnozstve 10 az 300 mg.

V obzvlast vyhodnom vyhotoveni je tento prostriedok pritomny vo forme
mikrotabliet alebo mikrogulééok. Tieto vyhodne maja velkost alebo stredny
priemer < 5 000 um, vyhodnejsie velkost 300 az 2 500 um, hlavne 300 az 1
000 pm pre guldécky a 1 000 az 2 500 um pre mikrotablety. Pri podavani
derivatov kyseliny fumarovej vo forme mikrotabliet, Co je vyhodné vyhotovenie
podla tohto vynalezu, sa mbze dalej zniZit gastrointestinalne draZdenie a
vedlajSie Uc¢inky, ktoré sa nemoOzu vylaéit pri podavani beznych tabliet
s jednotlivou jednotkovou davkou. To je pravdepodobne spbsobene
skutoénostou, Ze mikrotablety, vyhodne mikrotablety s enterosolventnym
poviakom, sa uZ rozptylili v zaliudku, a preto sa dostavaju do intestinalneho
traktu po c":_astiach, kde sa aktivne zloZzky uvolfiuju miestne v menSich davkach,
zatial ¢o celkova davka zostava rovnaka. Toto naopak 'poméha sa Vyhnﬂt’
miestnemu drazdeniu epitelovych intestinalnych buniek, z ¢oho vyplyva
zlep§ena gastrointestinalna tolerancia mikrotabliet v porovnani s beznymi

tabletami.

Derivaty kyseliny fumarovej obsiahnuté v prostriedkoch podfa tohto

vynalezu sa pripravia napriklad spésobom popisanym v EP 0 312 679.
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Priprava vzoriek

Orélne prostriedky podfa tohto vynalezu vo forme tabliet alebo
mikrotabliet sa mézu pripravit klasickymi tabletovacimi pracovnymi postupmi.
Okrem tychto klasickych tabletovacich pracovnych postupov sa mézu pouzit
dalSie spdsoby pripravy tabliet, ako je priame tabletovanie a rovnako i spésoby

pripravy tuhych disperzii prostrednictvom tavenia alebo sprejového susenia.

Tieto tablety sa mo6zu opatrit enterosolventnym poviakom. Tento
enterosolventny povlak sa méze nanasat v klasickej potahovacej panvici alebo
sprejovo. Tento poviak sa méze tiez nanadat v Boegelovom potahovacom
zariadeni. Dalej tato tableta sa méze opatrit tenkym povlakom.

Z dévodu vysvetlenia pouzitia tohto vynalezu su dalej uvedené rézne
priklady pripravy vyhodnych lie€iv. Tieto priklady objasfiuji, ale neobmedzuju

tento vynalez.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1

Priprava tenkych tabliet s enterosolventnym povlakom obsahujtcich 100,0 mg

vapenatej soli monometylfumaratu, ¢o zodpoveda 78 mg kyseliny fumarovej

Za dodrzania nevyhnutnych bezpec¢nostnych opatreni (ochranna maska,
rukavice, ochranny odev, atd.) sa 10 kg vapenatej soli monometylfumaratu
rozdrvilo, intenzivne premie$alo a homogenizovalo s pouZitim sita 800. Potom
sa pripravila zmes vehikula s nasledujicim zloZzenim: 21 kg derivatu Skrobu
(STA-RX 1500®), 2 kg mikrokrystalickej celulézy (Avicel PH 101®), 0,6 kg
polyvinylpyrolidénu (PVP, Kollidon® 25), 4 kg Primogel®, 0,3 kg koloidnej

kyseliny ortokremiCitej (Aerosil®).
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K dplnej praskovej zmesi sa pridala aktivna zloZka, zmes sa mie$ala,
homogenizovala s pouZitim sita 200 a spracovala s 2 % vodnym roztokom
polyvinylpyrolidonu (PVP, Kollidon® 25) beznym spdsobom do spojivovych
granul, ktoré sa potom miesali s vonkaj$ou fazou v suchom stave. Tato faza
pozostavala z 2 kg tzv. FST komplexu obsahujiceho 80 % mastenca, 10 %

kyseliny ortokremicitej a 10 % stearatu hore¢natého.

Potom sa tato zmes lisovala beZznym spdsobom do vypukiych tabliet
s hmotnostou 400 mg a priemerom 10,0 mm. Namiesto tychto klasickych
spbsobov lisovania sa mdzu tiez na pripravu tabliet pouzit dalSie spésoby, ako
je priame lisovanie alebo priprava tuhych disperzii pomocou tavenia a

sprejového susenia.

Enterosolventny povlak

Roztok 2,250 kg ftalatu hydroxypropylmetylcelulozy (HPMCP,
Pharmacoat HP® 50) sa rozpustil v zmesi rozpustadiel skladajucej sa z 2,50 |
demineralizovanej vody, 13 | acetébnu Ph. Helv. Vil a 13 | etanolu (94 hmotn.
%), potom sa k tomuto roztoku pridalo 0,240 kg ricinového oleja (Ph. Eur. Il).
Tento roztok sa nalial alebo rozpraSoval po €astiach na jadra tabliet beznym
spbésobom v potahovacej panvici alebo nanasal v zariadeni s vhodnou

konstrukciou s fluidnou vrstvou.

Po suseni sa naniesol tenky povlak. Tento povlak sa skladal z roztoku
Eudragitu E 12,5 %, 4,8 kg, mastenca Ph. Eur. Il 0,34 kg, oxidu titanového
Cronus RN 56® 0,52 kg, farebného laku ZLT-2 blue (Siegle) 0,21 kg a
polyetylénglykolu 6000 Ph. Helv. VII 0,12 kg v zmesi rozpustadiel skladajuce]
sa z 8,2 kg 2-propanolu Ph. Helv. VII, 0,06 kg glyceroltriacetatu (Triacetin®) a
0,2 kg demineralizovanej vody. Po homogénnej distriblcii v potahovacej

panvici alebo vo fluidnej vrstve sa zmes susila a lestila zvyCajnym sp6sobom.
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Priklad 2

Priprava enterosolventnych kapsul obsahujiucich 86,5 mg véapenatej soli
monoetylfumaratu a 110,0 mg dimetylfumaratu, ¢o zodpoveda celkovému

mnozstvu 150 mg kyseliny fumarovej

Za dodrzania nevyhnutnych bezpecnostnych opatreni (ochranna maska,
rukavice, ochranny odev, atd.) sa 8,65 kg vapenatej soli monometylfumaréatu a
11 kg dimetylfumaratu intenzivne zmie$alo so zmesou skladajlicou sa z 15 kg
Skrobu, 6 kg laktézy Ph. Helv. VII, 2 kg mikrokrystalickej celulozy (Avicel®), 1
kg polyvinylpyrolidénu (Kollidon® 25) a 4 kg Primogel® a homogenizovalo za
pouzitia sita 800.

Spolo¢ne s 2 % vodnym roztokom polyvinylpyrolidonu (Kollidon® 25) sa
celd pradkova zmes spracovala beznym spdsobom do spojivovych granul a
zmieSala s vonkaj$ou fazou v suchom stave. Tato vonkajSia faza sa skladala z
0,35 kg koloidnej kyseliny ortokremicitej (Aerosil®), 0,5 kg stearatu
hore€natého, 1,5 kg mastenca Ph. Helv. VII. Tato homogénna zmes sa potom
plnila v davkach 500,0 mg do vhodnych kapsul, ktoré sa potom potiahli
znamym spésobom enterosolventnym poviakom (odolnym voéi Zaludocnej
kyseline), skladajucim sa zo stearatu hydroxypropyletylcelulézy a ricinového
oleja ako zvlaénovadla. Okrem tvrdych Zelatinovych kapstl sa zmes méze tiez
plnit do vhodnych kapsul odolnych voci Zalido¢nej kyseline, ktoré sa skladaju
zo zmesi acetatftalatu celulézy (CAP) a ftalatu hydroxypropyletylcelulozy
(HPMCP).

Prikiad 3

Priprava mikrotabliet s enterosolventnym povlakom v kapsulach obsahujlcich
87,0 mg vapenatej soli monoetylfumaratu, 120 mg dimetylfumaratu, 5,0 mg
horeénatej soli monoetylfumaratu a 3,0 mg zino¢natej soli monoetylfumaratu,

&o zodpoveda celkovo 164 mg kyseliny fumarovej (,forte, tablety)
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Za dodrzania nevyhnutnych bezpecnostnych opatreni (ochranna maska,
rukavice, ochranny odev, atd.) sa rozdrvilo 8,7 kg vapenatej soli
monoetylfumaratu, 12 kg dimetylfumaratu, 05 kg horeCnatej soli
monoetylfumaratu a 0,3 kg zino&natej soli monoetylfumaratu, zmes sa potom
nasledne intenzivne premieSala a homogenizovala s pouzitim sita 800. Potom
sa pripravila zmes vehikula s nasledujucim zloZenim: 18 kg derivatu $krobu
(STA-RX 1500), 0,3 kg mikrokrystalickej celulézy (Avicel PH 101), 0,75 kg PVP
(Kollidon 120), 4 kg Primogel, 0,25 kg koloidnej kyseliny ortokremicitej (Aerosil).
K aplnej praskovej zmesi sa pridala aktivna zlozka zmesi, zmes sa
homogenizovala s pouzitim sita 200 a spracovala beznym sposobom s 2 %
vodnym roztokom polyvinylpyrolidonu (Kollidon K25) za vzniku spojivovych
granul, ktoré sa potom miesali v suchom stave s vonkajSou fazou, ktora sa
skladala z 0,5 kg stearatu hore¢natého a 1,5 kg mastenca. Potom sa tato
praSkova zmes lisovala beznym spésobom do vypuklych mikrotabliet
s celkovou hmotnostou 10 mg a priemerom 2,0 mm. Namiesto tychto
klasickych sposobov lisovania sa mozu tiez na pripravu tabliet pouzit dalSie
spbsoby, ako je priame lisovanie alebo priprava tuhych disperzii pomacou

tavenia a sprejoveho susenia.

Poviak odolny voéi Zalidoénej kyseline sa méZe naliat’ alebo rozprasovat
v klasickej potahovacej panvici alebo nanaSat v zariadeni s fluidnou vrstvou.
Z dovodu dosiahnutia odolnosti voéi ZalidoCnej kyseliny sa podiely roztoku
ftaldtu hydroxypropylmetylcelulézy (HPMCP, Pharmacoat HP50, celkovo 2,250
kg) rozpustili v zmesi nasledujlcich rozpustadiel: 13 | acetonu, 13,5 | etanolu
(94 hmotn. %, denaturovany 2 % keténom), 2,5 | demineralizovanej vody. Kvdli
koned&nej Uprave roztoku sa pridalo 0,240 kg ricinového oleja ako zvlaénovadla

a roztok sa po Gastiach nanasal beznym spésobom na jadra tabliet.

Tenky poviak: Po skongeni su$enia sa suspenzia nasledujiceho
zloZenia nanasala ako tenky povlak v rovnakom zariadeni: 0,340 kg mastenca,
0,4 kg oxidu titanového Cronus RN56, 0,324 kg farebného laku cerveny lak
86837, 4,8 kg 12,5 % Eudragitu E a 0,12 kg polyetylénglykolu 6000 pH 11 XI
v zmesi rozpustadiel nasledujiceho zloZenia: 8,17 kg 2-propanolu, 0,2 kg

demineralizovanej vody a 0,6 kg glyceroltriacetatu (Triacetin).
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Mikrotablety odolné voéi Zalidocnej kyseline sa potom plnili do tvrdych
Zelatinovych kapsul s hmotnostou obsahu 500,0 mg a uzatvorili.

Priklad 4

Priprava mikrotabliet s enterosolventnym poviakom v kapsulach obsahujlcich

120,0 mg dimetylfumaratu, €o zodpoveda 96 mg kyseliny fumarovej

Za dodrZania nevyhnutnych bezpecnostnych opatreni (ochranna maska,
rukavice, ochranny odev, atd.) sa 12 kg dimetylfumaratu rozdrvilo a
homogenizovalo s pouzitim sita 800. Potom sa pripravila zmes vehikula
s nasledujucim zlozenim: 17,5 kg derivatu skrobu (STA-RX 1500®), 0,30 kg
mikrokryStalickej celulézy (Avicel PH 101®), 0,75 kg PVP (Kollidon® 120), 4 kg
Primogel®, 0,25 kg koloidnej kyseliny ortokremicitej (Aerosil®). K uplnej
praskovej zmesi sa pridala aktivna zloZzka, zmes sa mieSala, homogenizovala
s pouzitim sita 200 a spracovala beznym spdsobom s 2 % vodnym roztokom
polyvinylpyrolidonu (Kollidon® 25) za vzniku spojivovych granul, ktoré sa potom
miesali s vonkaj$ou fazou v suchom stave. VonkajSia faza sa skladala z 0,5 kg

stearatu hore¢natého a 1,5 kg mastenca.

Potom sa tato praskova zmes lisovala beznym spésobom do vypuklych

mikrotabliet s celkovou hmotnostou 10 mg a priemerom 2,0 mm.

Kvoli dosiahnutiu odolnosti voéi ZalidoCnej kyseline sa roztok ftalatu
hydroxypropylmetylcelulézy (HPMCP, Pharmacoat HP® 50, celkovo 2,250 kg)
rozpustil v zmesi nasledujlicich rozpustadiel: 13 | acetdénu, 13,5 | etanolu (94
hmotn. %, denaturovany 2 % keténom), 1,5 | demineralizovanej vody. ‘Kvoli
konecnej Uprave roztoku sa pridalo 0,24 kg ricinového oleja ako zvlaciovadla a

roztok sa po ¢astiach nanasal beznym spésobom na jadra tabliet.
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Po sudeni sa vrovnakom zariadeni naniesol tenky povlak suspenzie
nasledujuceho zloZenia: 0,34 kg mastenca, 0,4 kg oxidu titani¢itého Cronus RN
56®, 0,324 kg farebného laku L-red 86837, 4,8 kg Eudragit® E 12,5 % a 0,12
kg polyetylenglykolu 6000 pH 11 XI vzmesi rozpustadiel nasledujuceho
zloZzenia: 8,17 kg 2-propanolu, 0,2 kg demineralizovanej vody a 0,06 kg

glyceroltriacetatu (Triacetin®).

Mikrotablety s enterosolventnym povlakom sa potom plnili do tvrdych
zelatinovych kapsul s hmotnostou obsahu 400,0 mg a uzatvorili.

Priklad 5

Priprava mikrotabliet s enterosolventnym povlakom v kapsulach obsahujucich

120,0 mg dimetylfumaratu, ¢o zodpoveda 96 mg kyseliny fumarovej

12 kg dimetylfumaratu sa rozdrvilo a homogenizovalo, ako je popisané
vy§§ie. Potom sa pripravila zmes vehikula nasledujiceho zloZenia: 23,2 kg
mikrokrystalickej celulézy (Avicel PH 200®), 3 kg nétriumkroskérmelézy (AC-Si-
SOL-SD-711), 2,5 kg mastenca, 0,1 kg bezvodej kyseliny ortokremicitej
(Aerosil® 200) a 1 kg stearatu hore€natého. Potom sa tato praskova zmes
lisovala beznym sp&sobom do vypuklych tabliet majtcich celkovi hmotnost 100

mg a priemer 2,0 mm.

Nasledne sa pripravil roztok 0,94 kg Eudragit® L v 2-propanole, pricom
tento roztok dalej obsahoval 0,07 kg dibutylftalatu. Tento roztok sa sprejovo
nanasal na jadra tabliet. Nasledne sa pripravila disperzia 17,32 kg Eudragit® L
'D-55 a zmes 2,8 kg mikro&asticového ma"stenca, 2,0 kg Makrogol 6000 a 0,07

kg dimetikénu vo vode. Tato zmes sa nanasala na jadra tabliet.

Mikrotablety s enterosolventnym poviakom sa potom plnili do tvrdych

Zelatinovych kapstl s hmotnostou obsahu 650 mg a uzatvorili.
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Priklad 6
Translokécia NF-kappa B do bunkového jadra

NF-kappa B (p65) sa vlozil do vektoru pEGFP-C1, ktory obsahoval
EGFP (zeleny fluoreskujuci protein) spojeny s prométorom cytomegalovirusu
(Clontech). To vedie k expresii fluoreskujiceho NF-kappa B. HUVEC bunky sa
preniesli na kultivaéné dosky (Costar) s 12 jamkami potiahnutymi Zelatinou
medzi 3. aZ 5. pasazou a kultivovali sa do suvislého narastu z 80 alebo 90 %.
Potom sa tieto bunky vystavili transfekcii s pouzitim precipitaénej metody
s fosforeCnanom vapenatym. Konkrétne sa tieto bunky kondicionovali
v Dulbekovom modifikovanom Eaglesovom médiu (DMEM), po 24 hodinach sa
pridal precipitat do kazdej jamky s obsahom 1 pg DNA a bunky sa inkubovali
dalSie 4 hodiny. Po premyti HBSS (Hanksovym vyvaZzenym solnym roztokom)
sa k bunkam pridalo kultivaéné médium a bunky sa kultivovali dalSich 18 hodin

pred ich stimulaciou.

Kvéli experimentom sa bunky kondicionovali so 40 puM/
dimetylfumaratom, suc¢asne sa ako kontroly inkubovali preparaty bez DNA. 2
hodiny po zahajeni kondicionovania sa bunky stimulovali 10 ng/ml TNF-alfa po

dobu uvedent v tabulke 1.

Potom sa bunky lyzovali, supernatant sa odstranil a bunkové jadra sa
zhromazdovali v Dounceovom pufre s inhibitorom proteinazy (10 mM Tris-HCl,
pH 7,6, 0,5 mM MgCl;, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 1 mM
fenylmetylsulfonylfluorid, 1,8 mg/ml jédacetamid). Po 10 minutach odstredenia
pri 1200 G a teplote 4 °C sa bunkové jadra analyzovali na cytometri

FACscanflow (Becton Dickinson).
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Tabulka 1 Pocet pozitivnych jadier NF-kappa B (p65) (percento vsetkych
buniek vystavenych transfekcii s NF-kappa B)

Doba stimulacie Kontrola DMF (40 pM/I, n = 3)
0 min. 30+3 20+5
10 min. 61+5 204
30 min. 50+ 6 2516
60 min. 55+ 10 24+9

Vysledky uvedené vtabulke 1 ukazuju, ze dimetylfumarat pri
koncentracii 40 pM/l inhiboval TNF-vyvolanu translokaciu NF-kappa B do

bunkového jadra.

Priklad 7
Inhibicia transkripcie stimulovanej NF-kappa B

Trojnasobné opakovanie AP-1 konvenéného miesta (vazbového miesta)
(48 bp, 3 x TGTGA-TGACTCAGGTT) a trojnasobné opakovanie NF-kappa B
konvenéného miesta (60 bp, 3 x AATCGTGGAATTTCCTCTGA), ohraniCené
Spel vazbovymi miestami (neznazornené) sa vloZili do Spel miesta pTK-UBT-
luc vektoru (de Martin, Gene, 124, 137 — 138, 1993). KonStrukt 1,3 kb
promoétora E-selektinu v rozsahu od bp - 1285 do bp + 482 sa vlozil do Ndel
miesta pMAN Neo-luc vektoru (Clontech).

HUVEC bunky sa podrobili transfekcii s konstruktmi ziskanymi spésobom
popisanym v priklade 6. Pre tuto transfekciu sa pridalo do kazdej jamky 2,5 pg
prislusného promoétorového konstruktu. Z dévodu overenia Gcinnosti transfekcie
sa vykonavali suc¢asne transfekcie s 500 ng pSV-beta kontrolného vektoru

galaktozidazy (Promega Corp., Madison, WI, USA) ako kontrola ku kazdému
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experimentu. Dva dni po transfekcii sa bunky stimulovali po dobu 2 hodiny s 10
ng/ml TNF-alfa s a bez pridavku 6 pg/ml dimetylfumaratu (DMF). Bunky sa
zozbierali trypsinaciou, peletizovali, premyli a resuspendovali v 200 pl pufra

(.reporter lysis buffer,) (Promega) po dobu 15 minut, ako uvadza vyrobca.

Luciferazova aktivita sa merala pomocou luminometra Berthold
AutoLumat LB9507 s pouzitim testovacieho systému pre luciferdzu (Promega).
Beta-galaktozidazova aktivita sa stanovila s pouzitim enzymatického
testovacieho systému pre beta-galaktozidazu Promega. Luciferazové aktivity
ziskané s prislusnymi promoétorovymi kons$truktmi sa normalizovali na beta-
galaktozidazovy aktivitu. Variantna Sirka beta-galaktozidazovej aktivity u
jednotlivych pokusov bola nizsia ako 10 %. Tabulka 2 ukazuje jednotlivé

vysledky ako x-nasobky oproti zakladnej linii.

Tabulka2 ZvySenie transkripcie; Relativne zvySenie luciferazovej aktivity
(merané ako x-nasobok zvySenia oproti zakladnej linii) po stimulacii TNF (10
ng/ml) s alebo bez 40 uM/I dimetylfumaratu (DMF), n =6

Podmienky NF-kappa B AP-1
TNF 2+3 22+0,5
TNF + DMF 2+1 2+0,1

Vysledky vtabulke 2 wukazuji, Ze dimetylfumarat inhiboval TNF
indukovanu transkripciu NF-kappa B dependéntného génu, ale nie transkripciu
AP-1 dependentného génu. Preto inhibicia dimetylfumarétom je $pecificka pre
NF-kappa B.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie jedného alebo viacerych derivatov kyseliny fumarovej na
pripravu farmaceutického prostriedku na lieCbu ochoreni, ktoré sa mozu
ovplyvnit NF-kappa B.

2. PouZitie podla naroku 1, vyznacujuce sa tym, Ze derivat kyseliny
fumarovej je vybrany zo skupiny pozostavajicej z dialkylesterov kyseliny
fumarovej a monoalkylesterov kyseliny fumarovej, ktoré mézu byt pripadne

substituované, vo forme volnej kyseliny alebo jej soli a jej zmesi.

3. Pouzitie podfa naroku 2, kde dialkylester kyseliny fumarovej zodpoveda

VZOorcu:

COOR;

N/
R1OOC/ \H

kde Ry a Ry, ktoré méZzu byt rovnaké alebo odliSné, su nezavisle linearny,
vetveny, cyklicky, nasyteny alebo nenasyteny Ci.4 alkylovy radikal alebo Cs.2g
arylovy radikal a tieto radikaly su pripadne substituované halogénom (F, Cl, Br,

1), hydroxyskupinou, C1.4 alkoxyskupinou, nitroskupinou alebo kyanoskupinou.

4. PouZitie podla niektorého z narokov 2 a 3, vyznadujuce sa tym, Ze
radikalmi Ry a R, st metyl, etyl, n-propyl, izopropyl, n-butyl, sek.-butyl, terc.-
butyl, pentyl, cyklopentyl, 2-etylhexyl, hexyl, cyklohexyl, heptyl, cykloheptyl,
oktyl, vinyl, alyl, 2-hydroxyetyl, 2- alebo 3-hydroxypropyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2-

metoxyetyl, metoxymetyl alebo 2- alebo 3-metoxypropyl.
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5. Pouzitie podfa naroku 2, kde monoalkylester kyseliny fumarovej

zodpoveda vzorcu:

COO

N/
_R1OOC/ \H

kde:
R1 je definovany rovnako ako v narokoch 3 alebo 4,

A je vodik, kation alkalického kovu alebo kovu alkalickych zemin alebo
fyziologicky kompatibilny kation prechodného kovu, vyhodne vybrany z Li*, Na®,

K', Mg®*, Ca®*, Zn*", Fe?* aMn®, a

n je 1 alebo 2 a zodpoveda mocenstvu A.

6. PouZzitie podla ktoréhokolvek z predchadzajlicich narokov, vyznacujlce
sa tym, Ze derivatom kyseliny fumarovej je jedna alebo viacero zlG¢enin
vybranych zo skupiny obsahujucej dimetylester kyseliny fumarovej, dietylester
kyseliny fumarovej, metyletylester kyseliny fumarovej, metylhydrogénfumarat,
etylhydrogénfumarat, metylfumarat vapenaty, etylfumarat vapenaty,
metylfumarat horeCnaty, etylfumarat horeCnaty, metylfumarat zino¢naty,
etylfumarat zinoénaty, metylfumarat Zeleznaty a etylfumarat Zeleznaty a ich

zmesi.

7. Pouzitie podla naroku 6, vyznacujuce sa tym, ze derivatom kyseliny

fumarovej je dimetylester kyseliny fumarovej (dimetylfumarat).
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8. PouZitie jedného alebo viacerych derivatov kyseliny fumarovej na
pripravu farmaceutického prostriedku na lieGbu choréb, ktoré sa mézu ovplyvnit
NF-kappa B, vybranych zo skupiny zahriiujlcej:

progresivnu  generalizovani  sklerodermiu,  osteochondritidu  syfilitika
(Wegenerova choroba), cutis marmorata (livedo reticularis), Behcetovu
chorobu, panarteritidu, vredoviti kolitidu, vaskulitidu, osteoartritidu, dnu,
arteriosklerézu, Reiterovu chorobu, pldcnu granulomatézu, druhy encefalitidy,
endotoxicky Sok (septicko — toxicky Sok), sepsiu, pneumoniu, encefalomyelitidu,
anorexiu neurosis, hepatitidu (akatnu hepatitidu, chronick( hepatitidu, toxicku
hepatitidu, alkoholom vyvolant hepatitidu, epidemicku hepatitidu, Zltacku,
zlyhanie Cinnosti peéene a cytomegalovirusovl hepatitidu), Rennertovu T-
lymfomatézu, mezangialnu nefritidu, postangioplasticki restenézu, reperfuzny
syndrom, cytomegalovirusovu retinopatiu, adenovirusové ochorenia ako su
adenovirusové prechladnutia, adenovirusova faryngokonjuktivalna horucka a
adenovirusova oftalmia, AIDS, Guillain-Barrého 'syndr()m, postherpetickll a
postzosterovi  neuralgiu, zapalovi  demyelinizatni  polyneuropatiu,
mononeuropatiu multiplex, mukoviscidézu, Bechterewovu chorobu, Barettov
ezofagus, EBV infekcie (Epstein — Barrov virus), zmeny srdca, intersticialnu
cystitidu, diabetes mellitus typu Il, radiosenzibilizaciu ludskych nadorov,
multirezistenciu zhubnych buniek k chemoterapeutickym ¢inidldm (rezistencia
pri chemoterapii voéi viacerym lieivam), kozny granulém a karcinébmy, ako je
karcinom prsnika, karcinom hrubého &reva, melaném, karcindm primarnych
pecenovych buniek, adenokarcindm, Kaposiho sarkém, karcinébm prostaty,
leukémiu ako je akutna myeloidna leukémia, zmnozeny myelom

(plazmocytém), Burkittov lymfém a Castlemanov nador.

9. Pouzitie podfa naroku 8, vyznacujiuce sa tym, Ze derivat kyseliny
fumarovej je vybrany zo skupiny pozostavajucej z dialkylesterov kyseliny
fumarovej a monoalkylesterov kyseliny fumarovej vo forme volnej kyseliny

alebo soli alebo jej zmesi.
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10. PouZitie podla naroku 9, kde dialkylester kyseliny fumarovej zodpoveda

VZOrcu:

COOR;

N/
R1OOC/ \ H

kde Ry a Ry, ktoré mézu byt rovnaké alebo odliSné, su nezavisle linearny,
vetveny, cyklicky, nasyteny alebo nenasyteny Ci.o4 alkylovy radikal alebo Cs.
arylovy radikal a tieto radikaly su pripadne substituované halogénom (F, Cli, Br,

1), hydroxyskupinou, C4.4 alkoxyskupinou, nitroskupinou alebo kyanoskupinou.

11.  Poutzitie podla niektorého z narokov 9 a 10, vyznacujuce sa tym, zZe
radikalmi Ry a R, su metyl, etyl, n-propyl, izopropyl, n-butyl, sek.-butyl, terc.-
butyl, pentyl, cyklopentyl, 2-etylhexyl, hexyl, cyklohexyl, heptyl, cykloheptyl,
oktyl, vinyl, alyl, 2-hydroxyetyl, 2- alebo 3-hydroxypropyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2-

metoxyetyl, metoxymetyl alebo 2- alebo 3-metoxypropyl.

12. Pouzitie podla naroku 9, kde monoalkylester kyseliny fumarovej
zodpoveda vzorcu:

H CoO

I
@)

\e
/

| R0OC
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kde:
R, je definovany rovnako ako v narokoch 3 alebo 4,

A je vodik, kation alkalického kovu alebo kovu alkalickych zemin alebo
fyziologicky kompatibilny kation prechodného kovu, vyhodne vybrany z Li*, Na*,
K*, Mg?, Ca®*, Zn®, Fe®* a Mn®*, a

n je 1 alebo 2 a zodpoveda mocenstvu A.

13. Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 8 aZ 12, vyznacéujice sa tym,
Ze jedna davkovacia jednotka farmaceutického prostriedku obsahuje mnozstvo
derivatu/ derivatov kyseliny fumarovej zodpovedajuce 1 az 500 mg, vyhodne 10

az 300 mg a najvyhodnejsie 10 az 200 mg kyseliny fumarove;j.

14. Pouzitie podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 8 aZz 13 na
pripravu farmaceutického prostriedku na oralne, parenteralne, rektaine,
transdermalne, dermalne, nazalne, pulmonalne (inhalacné) alebo oftalmické

podavanie, vyhodne na oralne podavanie.

15. Pouzitie podfa naroku 14, kde farmaceuticky prostriedok na oralne
podavanie je pritomny vo forme tabliet s jednotkovou davkou, mikrotabliet,
mikrogulocok alebo granulatu (tieto mikrotablety, mikrogulé&ky alebo granulaty
st pripadne zakapsulované alebo plnené do obalov), kapsul alebo roztokov na

pitie.

16. PoutZitie podla naroku 15, vyznadujuce sa tym, Ze tuhé davkovacie

formy sa opatria enterosolventnym poviakom.

17. Pouzitie podla naroku 8, vyznacujuce sa tym, Ze davkovacie jednotky

farmaceutického prostriedku vyhodne obsahujt bud jednotlivo alebo v primesi:
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10 az 500 mg dialkylfumaratu, hlavne dimetylfumaratu al/alebo
dietylfumaratu;

10 az 500 mg alkylfumaratu vapenatého, hlavne metylfumaratu

vapenatého a/alebo etylfumaratu vapenatého;

0 az 250 mg alkylfumaratu zino¢natého, hlavne metylfumaratu

zino€natého a/alebo etylfumaratu zino¢natého;

0 az 250 mg alkylhydrogénfumaratu, hlavne metylhydrogénfumaratu
alalebo etylhydrogénfumaratu; a

0 az 250 mg alkylfumaratu hore¢natého, hlavne metylfumaratu
hore¢natého a/alebo etylfumaratu hore¢natého,

suhrnné vyssie uvedené mnozstva zodpovedaju ekvivalentu 10 az 500

mg, vyhodne 10 az 300 mg a najvyhodnejSie 100 mg kyseliny fumarove;j.

18.  Poutzitie podla niektoreho z narokov 15 alebo 16, vyznacujuce sa tym,
Ze prostriedok je pritomny vo forme mikrotabliet alebo mikroguld&ok maj(]cich
velkost < 5 000 pum, vyhodne velkost 300 az 1 000 um pre guld¢ky a 1 000 az
2 500 um pre mikrotablety.
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