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Tuotteita

Keksinnon ala

Esilld oleva keksintd koskee voimakkaasti selektiivisid fosfodieste-
raasi (PDE) -entsyymin inhibiittoreita ja niiden kayttéa farmaseuttisissa val-
misteissa. Esilla oleva keksintd koskee erityisesti sykliselle guanosiini-3',5'-mo-
nofosfaatille spesifisen fosfodiesteraasityypin 5 (PDES) voimakkaita inhibiitto-
reita, jotka farmaseuttiseen tuotteeseen siséllytettyind ovat kayttékelpoisia sek-
suaalisen toimintahairion hoidossa. Tassa kuvatuille valmisteille on tunnus-
omaista selektiivinen PDES5:n inhibitio ja siten ne tarjoavat edun hoitoalueilla,
joilla toivotaan PDES:n inhibitiota minimoiden tai eliminoiden muiden fosfo-
diesteraasientsyymien inhibition aiheuttamat haitalliset sivuvaikutukset.

Keksinnon tausta

Sykliselle guanosiini-3’,5’-monofosfaatille spesifisen fosfodiesteraa-
sin (cGMP-spesifisen PDE:n) inhibiittoreiden biokemialliset, fysiologiset ja klii-
niset vaikutukset viittaavat niiden kayttdkelpoisuuteen erilaisissa sairaustilois-
sa, joissa toivotaan siledn lihaksen, munuaisten, hemostaattisen, inflammato-
risen ja/tai endokriinisen toiminnan modulaatiota. Tyyppia 5 oleva cGMP-spe-
sifinen fosfodiesteraasi (PDES) on tarkein cGMP:a hydrolysoiva entsyymi veri-
suonten siledssa lihaksessa, ja sitd on raportoitu esiintyvan peniksen paisu-
vaisessa [Taher et al., J. Urol. 149 (1993) 285A]. PDES on siksi houkutteleva
kohde seksuaalisen toimintahairion hoidossa [Murray, DN&P 6(3) (1993) 150 -
156].

Farmaseuttinen tuote, joka tarjoaa kaytté6n PDES5-inhibiittorin, on
nykyisin saatavissa ja sitd markkinoidaan tavaramerkilla VIAGRA®. VIAGRAN®
aktiivinen ainesosa on sildenafiili. Tata tuotetta myydaan valmisteena, joka si-
séltaa 25, 50 ja 100 mg:n sildenafiilitabletteja ja pakkauksessa olevan selos-
teen. Pakkauksessa olevassa selosteessa esitetdan, ettd sildenafiili on voi-
makkaampi inhibiittori PDE5:n kuin muiden tunnettujen fosfodiesteraasien
suhteen (yli 80 kertaa PDE1:n inhibitio, yli 1 000 kertaa PDE2:n, PDE3:n ja
PDE4:n inhibitio). Sildenafiilin 1C;,-arvon PDES:ta vastaan on raportoitu olevan
3 nmol/l [Drugs of the Future 22(2) (1997) 128 - 143] ja 3,9 nmol/l [Boolell et
al., Int. J. of Impotence Res. 8 (1996) 47 - 52]. Sildenafiililla on kuvattu olevan
4 000-kertainen selektiivisyys PDE5:n suhteen PDE3:een verrattuna ja vain
10-kertainen selektiivisyys PDES5:n suhteen PDE6:een verrattuna. On esitetty
teoria, ettd varinakdon liittyvien poikkeavuuksien taustalla on sen PDEG-selek-
tiivisyyden suhteellinen puute.
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Vaikka sildenafiili on saavuttanut merkittdvaa kaupallista menes-
tysta, se ei ole vastannut odotuksia merkittavien haitallisten sivuvaikutustensa
vuoksi, mukaan luettuna kasvojen punoitus (esiintymistiheys 10 %). Haitalliset
sivuvaikutukset rajoittavat sildenafiilin kayttéa potilailla, jotka karsivat n&én
poikkeavuuksista ja kohonneesta verenpaineesta ja, merkittdvimmin, yksilgilla,
jotka kayttavat orgaanisia nitraatteja [Welds et al., Amer. J. of Cardiology 83
(5A) (1999) 21(C) - 28(C)].

Sildenafiilin kdytdn orgaanisia nitraatteja nauttivilla potilailla otaksu-
taan aiheuttavan kliinisesti merkitsevan verenpaineen laskun, joka voisi olla
vaarallinen potilaalle. Siten sildenafiilipakkauksen etiketissa kielletdan tiukasti
tuotteen kayttd yhdesséa orgaanisten nitraattien (esimerkiksi nitroglyseriinin, iso-
sorbidimononitraatin, erytrityylitetranitraatin) ja muiden, missa tahansa muo-
dossa olevien typpidioksidinluovuttajien kanssa joko sdanndéllisesti tai ajoittain,
koska sildenafiili vahvistaa nitraattien hypotensiivia vaikutuksia. Katso C. R.
Conti et al., Amer. J. of Cardiology 83 (5A) (1999) 29C - 34C. Niinp4a, vaikka
sildenafiili onkin kaytettvissa, on edelleen olemassa tarve 16ytaa parannettuja
farmaseuttisia tuotteita, jotka ovat kayttokelpoisia seksuaalisen toimintahéairion
hoidossa.

Esilla oleva keksintd tarjoaa kayttéén valmisteen, joka on tarkoitettu
ladkekayttéon ihmisilla ja kasittdd pakkauksessa olevan selosteen, sailion ja
oraalisen annostelumuodon, joka késittaa selektiivistd PDES-inhibiittoria yksik-
kéannoksina noin 1 - 20 mg/annostelumuoto. Taman keksinndn suotuisat vai-
kutukset on havaittu kliinisissé tutkimuksissa ja sen havainnon kautta, etta
seuraavat kriteerit tayttéva selektiivinen PDE5-inhibiittori mahdollistaa méaéarien
noin 1 - 20 mg/annostelumuoto tehokkaan oraalisen annon ilman PDE5-inhi-
biittorituotteidelle yleensé vaadittuja kontraindikaatioita, kuten naén poikkea-
vuuksia koskevia varoituksia. Esilla olevan keksinndn mukaisella selektiivisella
PDES5-inhibiittorilla on

1) vahintaan 100-kertainen ero 1C ;-arvoissa PDE5:n ja PDEG6:n in-
hibition valilla jonkin maaratyn PDE5-inhibiittorin ollessa kyseessé (ts. PDES5:n
vastainen I1C4;-arvo on vahintdan 100 kertaa pienempi kuin PDEG:n vastainen
IC5,-arvo);

2) vahintdan 1 000-kertainen ero IC4-arvoissa PDE5:n ja PDE1c:n
inhibition valilla;

3) ICg-arvo alle 10 nmol/l.
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Merkittavaa on, etta kliiniset tutkimukset ovat myés paljastaneet, et-
td voidaan saada aikaan tehokas tuote, jolla on pienennefty taipumus aiheut-
taa punastumista siihen herkilla yksil6illa. Mitd odottamattomimmin tuotetta voi-
daan antaa myds johtaen kliinisesti merkityksettémiin PDES-inhibiittorin ja or-
gaanisen nitraatin yhteisvaikutuksiin liittyviin sivuvaikutuksiin. Siten kontraindi-
kaatio, jonka on uskottu olevan valttamatdén PDES-inhibiittoria sisaltavan tuot-
teen kohdalla, on tarpeeton kaytettdessa edelld maaritellyn kaltaista selektii-
vistd PDE5-inhibiittoria tdssa esitettavalla tavalla. Esilla oleva keksintd tarjoaa
siten kayttéon seksuaalisen toimintahairidn tehokkaan hoidon yksil6illa, joita ei
aiemmin ole voitu hoitaa tai jotka ovat karsineet hyvaksyttavaa voimakkaam-
mista sivuvaikutuksista, mukaan luettuina yksil6t, joilla on sydan-verisuonisai-
raus, kuten yksil6t, jotka tarvitsevat nitraattihoitoa, joilla on ollut sydaninfarkti
yli kolme kuukautta ennen seksuaalisen toimintahairion hoitamisen aloittamista
ja joilla on New York Heart Associationin (NYHA) maaritelman mukainen luo-
kan 1 kongestiivinen sydanvika, tai nddn poikkeavuuksista karsivat yksiltt.

Keksinndn yhteenveto

Esilla oleva keksintd tarjoaa kayttéén valmisteen, joka on tarkoitettu
laakekayttoon ihmisilla ja kasittdd pakkauksessa olevan selosteen, siilién ja
oraalisen annostelumuodon, joka kasittdd noin 1 - 20 mg selektiivista PDE5-
inhibiittoria annostelumuotoa kohden.

Esilla oleva keksintd tarjoaa lisaksi kayttéén menetelman sellaisten
tilojen hoitamiseksi, joiden yhteydessa toivotaan PDES:n inhibitiota, joka me-
netelma kasittda noin 1 - noin 20 mg selektiivistda PDES-inhibiittoria sisaltédvan
oraalisen annostelumuodon antamisen sen tarpeessa olevalle potilaalle tar-
vittaessa kokonaisannoksen ollessa korkeintaan 20 mg/vuorokausi. Keksint®
tarjoaa lisdksi kayttéén selektiivistd PDEbS-inhibiittoria annoksena noin 1 - noin
20 mg kasittdvan oraalisen annostelumuodon kaytén seksuaalisen toiminta-
hairién hoitamiseksi.

Erityisiin tiloihin, joita voidaan hoitaa esilla olevan keksinndén mukai-
sella menetelmélld ja valmisteella, kuuluvat, mainittuihin kuitenkaan rajoittu-
matta, miehen erektiohairid ja naisen seksuaalinen toimintahairid, jota kutsu-
taan myos naisen seksuaalikiihottumishairidksi.

Esilla oleva keksintd tarjoaa tarkemmin maériteltyna kayttéon val-
misteen, joka on tarkoitettu ladkekayttédn ihmisilla ja kasittaa

(a) oraalisen annostelumuodon, joka kasittda noin 1 - noin 20 mg
selektiivista PDES-inhibiittoria, jolla on
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(i) vahintdan 100-kertainen ero IC4-arvoissa PDE5:n ja PDE6:n in-
hibition valilla,

(ii) vahintdan 1 000-kertainen ero IC,,-arvoissa PDES:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(iii) ICs5-arvo alle 10 nmol/l ja

(iv) riittava hydtyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkdan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetaan, ettd kyseinen
PDES5-inhibiittori on kayttdkelpoinen seksuaalisen toimintahairién hoitoon sen
tarpeessa olevalla potilaalla ja ettd orgaanisten nitraattien antoon liittyvat kiel-
lot eivat koske sit;

(c) sailion.

Esilla oleva keksintd tarjoaa liséksi kayttéon valmisteen, joka on
tarkoitettu 1aakekayttéon ihmisilla ja kasittéda

(a) oraalisen annostelumuodon, joka késittda noin 1 - noin 20 mg
selektiivistd PDE5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintdan 100-kertainen ero ICy-arvoissa PDES:n ja PDEG6:n in-
hibition valilla,

(ii) vahintaan 1 000-kertainen ero IC.,-arvoissa PDES:n ja PDE1c:n
inhibition valill3,

(iii) IC55-arvo alle 10 nmol/l ja

(iv) riittdva hydtyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkéan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetaan, ettd kyseinen
PDES5-inhibiittori on kayttdkelpoinen seksuaalisen toimintah&irién hoitoon po-
tilaalla, joka on sen tarpeessa ja kayttda orgaanista nitraattia;

(c) sailion.

Esilla oleva keksint6 tarjoaa myds kayttéon valmisteen, joka on tar-
koitettu |adkekayttddn ihmisilla ja kasittaa

(a) oraalisen annostelumuodon, joka kasittda noin 1 - noin 20 mg
selektiivistd PDE5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintaan 100-kertainen ero |Cg-arvoissa PDES:n ja PDE6:n in-
hibition valilla,

(ii) vahintaan 1 000-kertainen ero ICy-arvoissa PDE5:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(iii) ICse-arvo alle 10 nmol/l ja
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(iv) riittavad hyodtyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkoan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, ettd kyseinen
PDES-inhibiittori on kayttdkelpoinen seksuaalisen toimintah&irion hoitoon po-
tilaalla, joka on sen tarpeessa ja potee tilaa, joka valitaan verkkokalvosairau-
den, punastumisalttiuden, nadén poikkeavuusalttiuden, luokan 1 kongestiivisen
sydanvian, vahintdan 90 paivda ennen seksuaalisen toimintahairion hoidon
aloittamista tapahtuneen sydaninfarktin ja niiden yhdistelmien joukosta;

(c) sailion.

Yksityiskohtainen selitys

Tassa esitetyn ja kuvatun esillé olevan keksinnén tarkoituksiin maa-
ritelladn seuraavat termit ja lyhenteet seuraavasti.

Termi "saili¢” tarkoittaa mita tahansa astiaa ja sille tarkoitettua sul-
kemisvalinetta, jotka soveltuvat farmaseuttisen tuotteen varastointiin, kuljetta-
miseen, jakeluun ja/tai kasittelyyn.

Termilld "IC;," mitataan yhdisteen voimakkuutta jonkin maaratyn
PDE-entsyymin (esimerkiksi PDE1c:n, PDES:n tai PDEG:n) inhiboinnissa. IC,,
on yhdistepitoisuus, joka johtaa entsyymin 50-prosenttiseen inhibitioon yhdes-
s& annos-vastekokeessa. Yhdisteen I1C,,-arvon maéarittdminen on helppo tehda
tunnetuilla in vitro -menetelmilld, joita kuvataan yleisesti julkaisussa Y. Cheng
et al., Biochem. Pharmacol. 22 (1973) 3099 - 3108.

Termi "pakkauksessa oleva seloste” tarkoittaa tuotteen mukana ole-
vaa informaatiota, joka tarjoaa kuvauksen siitd, miten tuotetta annetaan, yh-
dessa turvallisuus- ja tehotietojen kanssa, joita tarvitaan antamaan laakarille,
apteekkihenkildékunnalle ja potilaalle mahdollisuus tietoon perustuvaan tuot-
teen kayttéa koskevaan paatdkseen. Pakkauksessa olevan selosteen katso-
taan yleensa olevan "etiketti” farmaseuttisen tuotteen ollessa kyseessa.

Termid "oraalinen annostelumuoto” kaytetdan yleisessd mielessa
viittaamaan suun kautta annettaviin farmaseuttisiin tuotteisiin. Ammattimiehet
tietévat, etta oraalisiin annostelumuotoihin kuuluvat sellaiset muodot kuin nes-
teformulaatiot, tabletit, kapselit ja geelikapselit.

Termi "selektiivinen PDES-inhibiittori” maaritelladn PDES-inhibiitto-
riksi, jonka

1) ICs-arvo PDES:n inhibitiolle on véhintédan 100 kertaa pienempi
kuin IC,-arvo PDEG6:n inhibitiolle;
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2) IC4-arvo PDES:n inhibitiolle on vahintdan 1 000 kertaa pienempi
kuin IC.-arvo PDE1c:n inhibitiolle;

3) IC4-arvo PDES:n inhibitiolle on pienempi kuin 10 nmol/l.
Selektiivisten PDES-inhibiittoreiden kemiallinen rakenne vaihtelee merkittavas-
ti, eikd niiden kayttd esilld olevassa keksinndsséa riipu kemiallisesta raken-
teesta vaan ennemminkin tassa esitetyista selektiivisyys- ja voimakkuuspara-
metreista.

Termi "nadn poikkeavuudet” tarkoittaa epédnormaalia nakemista, jol-
le on tunnusomaista nakeminen sinisena-vihredna, jonka otaksutaan aiheutu-
van PDEG:n inhibitiosta.

Termi "punastuminen” tarkoittaa kasvojen ja kaulan ohimenevaa
punaisuutta, joka johtuu ladkkeen nauttimisen aiheuttamasta vasodilataatiosta
ja johon tavallisesti liittyy ldmm&n tunne kasvoilla ja kaulalla ja joskus hikoilu.

Termi "vapaa ladke" tarkoittaa kiinteitéd ladkehiukkasia, joita ei ole
tiiviisti upotettu polymeeriseen kerasaostumaan.

Kuten edelld mainittiin, esilld oleva keksinté koskee valmistetta, joka
on tarkoitettu laakekayttédn ihmisilla ja kasittda pakkauksessa olevan selos-
teen, siilibn ja annostelumuodon, joka kasittdd noin 1 - 20 mg selektiivista
PDES5-inhibiittoria yksikkdannostelumuotoa kohden. Esilld olevassa keksin-
ndssa kayttokelpoinen selektiivinen PDES-inhibiittori on PDES-inhibiittori, jolla
on

1) vahintédan 100-kertainen ero IC-arvoissa PDES:n ja PDEG:n in-
hibition vélilla,

2) vahintdan 1 000-kertainen ero ICg-arvoissa PDES:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

3) IC4,-arvo alle 10 nmol/l ja
jonka hydtyosuus on riittdva, jotta inhibiittori on vaikuttava yksikkéannoksina
noin 1 - noin 20 mg.

Ero ilmaistaan IC4,-arvojen PDEG6/PDES-suhteena, ts. PDEG:n vas-
taisen IC5-arvon suhde PDES:n vastaiseen 1Cg-arvoon (PDEG6/PDES) on yli
100, edullisemmin yli 300 ja edullisimmin yli 500.

Vastaavasti PDE1c:n vastaisen ICg-arvon suhde PDE5:n vastai-
seen ICg-arvoon (PDE1¢/PDES) on yli 1 000. Edullisilla PDE5-inhibiittoreilla
ero PDES:n ja PDE1c:n inhibition valilla on yli 3 000-kertainen, ero PDE5:n ja
PDE1C:n vastaisten IC,-arvojen vélilla on edullisemmin yli 5 000-kertainen.
Inhibiittorin voimakkuus, jota edustaa PDES5:n vastainen IC -arvo, on alle
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10 nmol/l, edullisesti alle 5 nmol/l, edullisemmin alle 2 nmol/l ja edullisimmin
alle 1 nmol/l.

Pakkauksessa oleva seloste tarjoaa kuvauksen siitd, miten tuotetta
annetaan, yhdessa turvallisuus- ja tehotietojen kanssa, joita tarvitaan anta-
maan laékarille, apteekkihenkildkunnalle ja potilaalle mahdollisuus tietoon pe-
rustuvaan tuotteen kayttéa koskevaan paatokseen. Pakkauksessa olevan se-
losteen katsotaan yleensd olevan farmaseuttisen tuotteen etiketti. Esilla ole-
vaan valmisteeseen sisallytetty pakkauksessa oleva seloste tuo esiin, etta ky-
seinen selektiivinen PDES-inhibiittori on kayttdkelpoinen sellaisten tilojen hoi-
dossa, joiden yhteydessa toivotaan PDES:n inhibitiota. Pakkauksessa oleva
seloste antaa my6s ohjeet antaa yksi tai useampi noin 1 - noin 20 mg:n yksik-
kdannostelumuoto tarvittaessa kokonaisannoksen ollessa korkeintaan 20 mg/
vuorokausi. Annettava annos on edullisesti noin 5 - noin 20 mg/vuorokausi,
edullisemmin noin 5 - noin 15 mg ja edullisimmin noin 5 mg:n tai noin 10 mg:n
annostelumuoto tarvittaessa kerran vuorokaudessa.

Edullisiin hoidettaviin tiloihin kuuluvat seksuaalinen toimintahairio
[mukaan luettuina miehen erektiohairié ja naisen seksuaalinen toimintahairio,
edullisemmin naisen seksuaalikiihottumishairid (FAD; female arousal disor-
der)]. Edullinen hoidettava tila on miehen erektiohairi6.

Merkittavaa on, ettd pakkauksessa oleva seloste tukee tuotteen
kayttdéa seksuaalisen toimintahairion hoitamiseen potilailla, jotka potevat verk-
kokalvosairautta, esimerkiksi diabetekseen liittyvaa retinopatiaa tai retinitis
pigmentosaa, tai orgaanisia nitraatteja kayttavilla potilailla. Pakkauksessa ole-
va seloste ei siten edullisesti sisélla kieltoja, jotka liittyvat naihin tiloihin ja eri-
tyisesti annostelumuodon antoon orgaanisen nitraatin ohella. Pakkauksessa
oleva seloste ei edullisemmin sisélla mydskaan verkkokalvosairauksiin, erityi-
sesti retinitis pigmentosaan, eikd nadn poikkeavuuksiin alttiisiin yksildihin liitty-
via varoituksia eikd kieltoja. Pakkauksessa olevassa selosteessa ilmoitetaan
edullisesti myds, ettd punastumisen esiintymistiheys on alle 2 %, edullisesti
alle 1 % ja edullisimmin alle 0,5 % potilaista, joille on annettu kyseista annos-
telumuotoa. Punastumisen esiintymistiheys osoittaa merkittavaa parannusta
tekniikan tasoa vastaaviin PDES5-inhibiittoria siséaltaviin farmaseuttisiin tuottei-
siin ndhden.

Esilla olevassa valmisteessa kaytettava siilié on laskealalla tavan-
omainen. S&ili6 on yleensé kuplapakkaus, foliopaketti, lasi- tai muovipullo ja
siihen liittyva tulppa tai sulkemisvéline tai muu potilaan tai apteekkihenkildkun-
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nan kaytettdvaksi sopiva mainitunlainen tuote. Saili6 mitoitetaan edullisesti
siten, ettd siihen mahtuu 1 - 1 000 kiinteda annostelumuotoa, edullisesti 1 -
500 kiinteda annostelumuotoa ja edullisimmin 5 - 30 kiinteda annostelumuo-
toa.

Ammattimiehet tietavat, etta oraalisiin annostelumuotoihin kuuluvat
esimerkiksi sellaiset muodot kuin nesteformulaatiot, tabletit, kapselit ja geeli-
kapselit. Annostelumuodot ovat edullisesti kiinteitda annostelumuotoja, erityi-
sesti tabletteja, jotka kasittdvat noin 1 - noin 20 mg selektiivista PDE5-inhi-
biittoria. Mitka tahansa oraaliseen kaytt6on tarkoitetut farmaseuttisesti hyvak-
syttavat tayteaineet soveltuvat mainitunlaisten annostelumuotojen valmistuk-
seen. Soveltuviin farmaseuttisiin annostelumuotoihin kuuluvat kerasaostuma-
muodot, joita kuvaa esimerkiksi Butler US-patenttijulkaisussa 5 985 326, johon
tassa viitataan. Edullisissa suoritusmuodoissa esilla olevan keksinnén mukai-
nen yksikkdannostelumuoto on kiinted tuote, joka ei sisélla PDES-inhibiittorin
kerasaostumamuotoa vaan kiinteda PDES5-inhibiittoria vapaana ladkkeena.

Tabletit kasittavat edullisesti yleisesti turvallisina pidettyja farma-
seuttisia tayteaineita, kuten laktoosia, mikrokiteista selluloosaa, tarkkelysts,
kalsiumkarbonaattia, magnesiumstearaattia, steariinihappoa, talkkia ja kolloi-
dista piidioksidia, ja niitd valmistetaan tavanomaisin ldakkeidenvalmistusme-
netelmin, jollaisia kuvataan teoksessa Remington’s Pharmaceutical Sciences,
18. p., Mack Publishing Co., Easton, PA 1990. Mainitunlaisiin menetelmiin
kuuluvat esimerkiksi markérakeistus, jota seuraa kuivaus, jauhatus ja purista-
minen kalvopaallysteisiksi tai paallystamattdmiksi tableteiksi; kuivarakeistus,
jota seuraa jauhatus ja puristaminen kalvopaallysteisiksi tai paallystamatto-
miksi tableteiksi; kuivasekoitus, jota seuraa puristaminen kalvopaallysteisiksi
tai paallystamattdmiksi tableteiksi; muottivaletut tabletit; markarakeistus, kui-
vaus ja pakkaaminen gelatiinikapseleihin; gelatiinikapseleihin pakattu kuiva
seos tai gelatiinikapseleihin pakattu suspensio ja liuos. Kiinteissé annostelu-
muodoissa on yleensa tunnistusmerkkejd, jotka on kohokuvioitu tai painettu
pintaan.

Esilla oleva keksinté perustuu yksityiskohtaisiin kokeisiin ja kliinisiin
tutkimuksiin ja niihin odottamattomiin havaintoihin, ettd sivuvaikutuksia, joiden
aiemmin on uskottu olevan osoitus PDES5:n inhibitiosta, voidaan vahentaa Klii-
nisesti merkityksettdmalle tasolle valitsemalla selektiivinen PDES5-inhibiittori,
jolla on tassa esitettavat erityisominaisuudet, nimittain
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1) vahintdan 100-kertainen ero ICg-arvoissa PDE5:n ja PDEG:n in-
hibition valilla;

2) vahintaan 1 000-kertainen ero |Cy-arvoissa PDE5:n ja PDE1c:n
inhibition valilla;

3) IC4.-arvo alle 10 nmol/l PDEbS:n inhibition ollessa kyseessa.

Tama odottamaton havainto antoi mahdollisuuden kehittda valmisteita, jotka
siséltavat selektiivistda PDE5S-inhibiittoria noin 1 - noin 20 mg:n annostelumuo-
doissa, jotka oraalisesti annettuina minimoivat epétoivottavat sivuvaikutukset,
joiden on aiemmin uskottu olevan vaistaméattémia. Naihin sivuvaikutuksiin kuu-
luvat kasvojen punoitus, naén poikkeavuudet ja merkittdva verenpaineen lasku
annettaessa PDE5-inhibiittoria yksindan tai yhdessa orgaanisen nitraatin kans-
sa. Esilla olevan, noin 1 - noin 20 mg:n annostelumuotoina annetun PDES5-
inhibiittorin hyvin vahéinen vaikutus PDE6:een mahdollistaa selektiivisen PDES-
inhibiittorin antamisen myés potilaille, jotka potevat verkkokalvosairautta, kuten
diabetekseen liittyvaa retinopatiaa tai retinitis pigmentosaa.

Yksi mainituniainen selektiivinen PDES-inhibiittori, ts. (6R-trans)-6-(1,3-
bentsodioksol-5-yyli)-2,3,6,7,12,12a-heksahydro-2-metyylipyratsino[1’,2":1,6]-
pyrido[3,4-blindoli-1,4-dioni, jonka vaihtoehtoinen nimi on (6R,12aR)-2,3,6,7,-
12,12a-heksahydro-2-metyyli-6-(3,4-metyleenidioksifenyyli)pyratsino[2’,1":6,1]-
pyrido[3,4-bJindoli-1,4-dioni, esitetddn Dauganin US-patenttijulkaisussa 5 859 006,
ja sitd edustaa rakennekaava I:

O
H U\
\\\\ N/CH3

| N\n)
N
H H

o)

O

o—/

(I)

Ihmisilla tehdyissa kKliinisissa tutkimuksissa on osoitettu, ettéd kaavan | mukai-
sella yhdisteella on hyvin pieni vaikutus systoliseen verenpaineeseen annettu-
na orgaanisten nitraattien yhteydessa. Sen sijaan sildendfiililla, yhdessa nit-
raattien kanssa annettuna, esiintyy jopa nelja kertaa suurempi systolisen ve-
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renpaineen lasku kuin plasebolla, mika johtaa VIAGRAN® pakkauksessa ole-
vassa selosteessa oleviin kontraindikaatioihin ja varoituksiin tietyille potilaille.

Selektiivisten PDE5-inhibiittoreiden kemiallinen rakenne vaihtelee
merkittavasti, eikd esilla olevan keksinnén yhteydessa maaritellyn selektiivisen
PDE5-inhibiittorin kayttd riipu mistddn maaratysta kemiallisesta rakenteesta
vaan tassd esitetyista kriittisistd parametreistd. Edullisia yhdisteita, joilla on
vaadittu voimakkuus ja selektiivisyys, voidaan kuitenkin helposti identifioida
tassa kuvatuin testein yhdisteiden joukosta, joita kuvataan US-patenttijulkai-
sussa 5 859 006 (Daugan), US-patenttijulkaisussa 5 981 527 (Daugan et al.)
ja US-patenttijulkaisussa 6 001 847 (Daugan et al.), joista kuhunkin viitataan
tassa.

US-patenttijulkaisun 5 859 006 (Daugan) ja US-patenttijulkaisun
5981 527 (Daugan et al.) mukaisia edullisia yhdisteitéd edustavat rakennekaa-
va ll:

(11)

jossa

R valitaan vedyn, halogeenin ja C, ¢-alkyylin joukosta;

R' valitaan seuraavien joukosta: vety, C,-alkyyli, C,¢-alkenyyli, C,¢-
alkynyyli, halogeeni-C, s-alkyyli, C, s-sykloalkyyli, C,s-sykloalkyyli-C, s-alkyyli,
aryyli-C, ;-alkyyli, jossa aryyli on fenyyli tai fenyyli, joka on substituoitu 1 - 3
substituentilla, jotka on valittu halogeenin, C,-alkyylin, C,¢-alkoksyylin, mety-
leenidioksin ja niiden seosten joukosta, ja heteroaryyli-C, ;-alkyyli, jossa hete-
roaryyli on tienyyli, furyyli tai pyridyyli, joista kukin on mahdollisesti substituoitu
1 - 3 substituentilla, jotka on valittu halogeenin, C, s-alkyylin, C, ¢c-alkoksyylin ja
niiden seosten joukosta;

R? edustaa mahdollisesti substituoitua monosyklistd aromaattista
rengasta, joka on valittu bentseenin, tiofeenin, furaanin ja pyridiinin joukosta,
tai mahdollisesti substituoitua bisyklistad rengasta,

Sk
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joka on liittynyt loppuosaan molekyylid bentseenirenkaan yhden hiiliatomin
kautta ja jossa fuusioitunut rengas A on 5- tai 6-jaseninen rengas, joka on tyy-
dyttynyt tai osittain tai taysin tyydyttyméatdn ja k&sittda hiiliatomeja ja mahdolli-
sesti 1 tai 2 heteroatomia, jotka on valittu hapen, rikin ja typen joukosta;

R® edustaa vetya tai C,,-alkyylia tai R' ja R® edustavat yhdessa 3-
tai 4-jasenista alkyyli- tai alkenyyliketjua; ja ndiden yhdisteiden suolat ja sol-
vaatit.

Muita edullisia yhdisteitd ovat ne, joilla on kaava ll, jossa

R° on vety, halogeeni tai C, s-alkyyli;

10 R' on vety tai C, s-alkyyli;
R? on bisyklinen rengas,
0
15 b—/
joka voi olla mahdollisesti substituoitu yhdelld tai useammalla ryhmalla, jotka
on valittu halogeenin ja C,;-alkyylin joukosta; ja
R3®on vety tai C, ,-alkyyli.
20 Seuraava taulukko 1 valaisee US-patenttijulkaisussa 5 859 006 esi-

tettyjen selektiivisten PDES-inhibiittoreiden edustajien 1C.-arvoja PDE5:n ja
PDES6:n suhteen maaritettyina tassa kuvatuin menettelyin.

Taulukko 1
Yhdiste PDES IC,, (nmol/l) | PDES6 IC,, (nmol/l) PDE6/ PDES
1 5 663 133
2 2 937 469
3 2 420 210
4 5 729 146
5 2,5 3 400 1360

25 Taulukon 1 yhdisteellda 5 on rakennekaava |, ja lisaksi sen IC.-arvo PDE1c:n
suhteen on 10 000 ja suhde PDE1¢c/PDES 4 000.

Taulukon 1 yhdisteiden 1 - 5 rakenteet vastaavat rakennekaavaa I,
jossa R% R', R?ja R® ovat seuraavat:
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Yhdiste R° R* R? R?
1 H 23
o 4
\
:—::*@-m—&s :-CF; \C[ /C:—!2
o}
CH, o o
\ﬂ
/uP;
0
3 H
o H
NH-S0;-CF; A\
0
4 H H o CH,
\ 1
/Cﬁz
0
5 H CH, o H
\ﬁ
,=H2
0

Taulukossa 1 esitetyt tiedot osoittavat, ettd yhdiste, jolla on raken-
nekaava I, jossa R' on vety tai C, z-alkyyli, R? on

Sk

ja R® on vety, on erityisen edullinen. A on edullisesti

Edullisia yhdisteitd ovat seuraavat:
(6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-heksahydro-2-metyyli-6-(3,4-metyleenidioksifenyyli)-
pyratsino[2’,1":6,1]pyrido[3,4-b]indoli-1,4-dioni; ja

»
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(3S, 6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-heksahydro-2,3-dimetyyli-6-(3,4-metyleenidioksi-
fenyyli)pyratsino[2’,1':6,1]pyrido[3,4-b]indoli-1,4-dioni;
ja niiden fysiologisesti hyvaksyttavat suolat ja solvaatit (esimerkiksi hydraatit).

Muita esimerkkeja esilla olevan keksinnén yhteydessa kayttdkelpoi-
sista yhdisteista ovat ne, joita esitetdan US-patenttijulkaisussa 6 001 847
(Daugan et al.) ja julkaisussa WO 97/43 287, joihin viitataan tassa.

Muita esimerkkeja yhdisteista kaytettaviksi esilla olevan keksinnén
yhteydessé esitetdan PCT-hakemuksessa PCT/EP98/06 050, jossa Yhdysval-
lat on nimetty ja jonka otsikko on "Chemical Compunds”, keksijat A. Bombrun
ja F. Gellibert, jossa esitettyihin tietoihin viitataan téssa erityisesti. Talla yhdis-
teryhmalla on rakennekaava llii,

(ITII)

ja sen suolat ja solvaatit (esimerkiksi hydraatit), joissa

C edustaa 5- tai 6-jasenistéd heteroaryyliyhméa, joka sisaltéda va-
hintdan yhden heteroatomin, joka on valittu hapen, typen ja rikin joukosta;

R'? edustaa vetya tai halogeenia;

R' valitaan seuraavien joukosta:

vety,

nitro (NO,),

trifluorimetyyli,

trifluorimetoksyyli,

halogeeni,

syaani (CN),

5- tai 6-jaseninen heterosyklinen ryhma, joka sisaltaa vahintaan yh-
den heteroatomin, joka on valittu hapen, typen ja rikin joukosta, ja on mahdol-
lisesti substituoitu C(=0)OR®- tai C,_-alkyyliryhmaila,

C,s-alkyyli, joka on mahdollisesti substituoitu OR"-ryhmalla,

C,s-alkoksyyli,
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C(=O)R",

OC(=0)OR",

C(=0)OR",

C,s-alkyleeni-Het,

C,s-alkyleeni-C(=0)OR",

OC, ,-alkyleeni-C(=0)OR",

C,_-alkyleeni-OC,_-alkyleeni-C(=O)OR",

C(=O)NR'SO,R,,

C(=0)C,,-alkyleeni-Het,

C,.-alkyleeni-NR"R|,

C,¢-alkenyleeni-NR"R|,

C(=ONR"R,,

C(=O)NR"R,,

C(=O)NR"C, ,-alkyleeni-OR/,

C(=O)NR"C, ,-alkyleeni-Het,

OR,,

OC,_-alkyleeni-NR"R,

OC,_-alkyleeni-CH(OR")CH,NR"R!,

OC, -alkyleeni-Het,

0OC,,-alkyleeni-OR",

OC,_-alkyleeni-NR"C(=O)OR",

NR"R,

NR"C,-alkyleeni-NR"R,

NR"C(=O)R,

NR"C(=O)NR"R;,

N(SO,C, -alkyyli),,

NR™SO,C, -alkyyli),

SO,NR"R ja

OSO - trifluorimetyyli;

R'" valitaan seuraavien joukosta: vety, halogeeni, OR", C, ;-alkyyli,
NO, ja NR"R’;

tai R" ja R" muodostavat yhdessé 5- tai 6-jasenisen, mahdollisesti
vahintaan yhden heteroatomin sisaltadvan renkaan 3- tai 4-jasenisen alkyleeni-
tai alkenyleeniketjukomponentin;

R" valitaan seuraavien joukosta: vety, halogeeni, NO,, trifluorime-
toksyyli, C, ¢-alkyyli, OC, c-alkyyli ja C(=0)R";
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R on vety;

tai R™ ja R' muodostavat yhdess4 5- tai 6-jasenisen, mahdollisesti
vahintdan yhden heteroatomin siséltavan renkaan 3- tai 4-jasenisen alkyleeni-
tai alkenyleeniketjukomponentin;

Het edustaa 5- tai 6-jasenista heterosyklista ryhmaa, joka sisaltaa
vahintdan yhden heteroatomin, joka on valittu hapen, typen ja rikin joukosta, ja
on mahdollisesti substituoitu C, ,-alkyylilla;

R" ja R' voivat olla samanlaisia tai erilaisia ja valitaan riippumatto-
masti vedyn C, ;-alkyylin joukosta;

R edustaa fenyylia tai C,g-sykloalkyylia, jolloin fenyyli tai C,4-
sykloalkyyli voi mahdollisesti olla substituoitu yhdella tai useammalla halogee-
niatomilla, yhdella tai useammalla C(=0)R"ryhmall4 tai yhdella tai useammal-
la OR"-ryhmall4;

n on kokonaisluku 1, 2 tai 3;

m on kokonaisluku 1 tai 2.

Valmisteet
Humaani-PDE5S-valmiste

Humaani-PDES5:n rekombinanttivalmistus toteutettiin olennaisesti ta-
valla, jota kuvataan US-patenttijulkaisun 5 702 936 esimerkissa 7, johon tassa
viitataan, paitsi ettd kaytetty hiivatransformaatiovektori, joka on johdettu V.
Pricen et al. [Methods in Enzymology 1985 (1990) 308 - 315] kuvaamasta
ADH2-perusplasmidista, sisalsi hiivan ADH2-promoottori- ja -terminaattorisek-
venssit ADH1-promoottori- ja -terminaattorisekvenssien sijasta ja Saccharomy-
ces cerevisiae -isanta oli proteaasivajauksellinen kanta BJ2-54, joka on tallen-
nettu 31. elokuuta 1998 the American Type Culture Collectioniin, Manassas,
Virginia, saantinumerolla ATCC 74465. Transformoituja isantasoluja kasvatet-
tiin 2X SC-leu -alustassa, pH 6,2, joka sisélsi hivenmetalleja ja vitamiineja.
24 tunnin kuluttua lisattiin glyserolia siséltdvaa YEP-alustaa loppupitoisuudeksi
2x YEP / 3 % glyserolia. Solut otettiin talteen noin 24 tunnin kuluttua, pestiin ja
varastoitiin lampotilassa -70 °C.

Solupelletit (29 g) sulatettiin jaiden paalla yhta suuren tilavuuden
kanssa lyysipuskuria (25 mmol/l Tris-Cl:a, pH 8, 5 mmol/l MgCl,:a, 0,25 mmol/l
ditiotreitolia, 1 mmol/l bentsamidiinia ja 10 pmol/l ZnSO,:a). Solut hajotettiin
N,:a sisdltdvassa mikrofluidisaattorissa paineessa 137,9 MPa (20 000 psi). Ly-
saatti sentrifugoitiin ja suodatettiin 0,45 um:n kertakayttdsuodattimien 1api.
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Suodos syétettin 150 ml:n Q Sepharose Fast Flow -kolonniin (Pharmacia).
Kolonni pestiin 1,5-kertaisella tilavuudella puskuria A (20 mmol/l Bis-Tris
Propanea, pH 6,8, 1 mmol/l MgCl,:a, 0,25 mmol/l ditiotreitolia ja 10 pmol/l
ZnS0O,:a) ja eluoitiin portaittaisella gradientilla 125 mmol/l NaCl:a puskurissa
A, jota seurasi lineaarinen gradientti 125 - 1 000 mmol/l NaCl:a puskurissa A.

Lineaarisesta gradientista saadut aktiiviset fraktiot syttettiin 180 ml:n
hydroksiapatiittikolonniin puskurissa B (20 mmol/l Bis-Tris Propanea, pH 6,8,
1 mmol/l MgCl,:a, 0,25 mmol/l ditiotreitolia, 10 pmol/l ZnSO,:a ja 250 mmol/l
KCl:a). Lataamisen jalkeen kolonni huuhdottiin 2-kertaisella tilavuudella pusku-
ria B ja eluoitiin lineaarisella gradientilla 0 - 125 mmol/l kaliumfosfaattia pusku-
rissa B. Aktiiviset fraktiot yhdistettiin, saostettiin 60-prosenttisella ammonium-
sulfaatilla ja suspendoitiin uudelleen puskuriin C (20 mmol/l Bis-Tris Propanea,
pH 6,8, 125 mmol/l NaCl:a, 0,5 mmol/l ditiotreitolia ja 10 umol/l ZnSO,:a). Ta-
ma yhdistelma syotettiin 140 ml:n Sephacryl S-300 HR -kolonniin ja eluoitiin
puskurilla C. Aktiiviset fraktiot laimennettiin glyserolipitoisuuteen 50 % ja va-
rastoitiin lampétilassa -20 °C. Tuloksena olevien valmisteiden puhtausaste oli
noin 85 % SDS-PAGE:n mukaan.

PDE-aktiivisuusmadritys

PDES:n aktiivisuus voidaan mitata tavanomaisilla méarityksilla. Min-
kad tahansa PDE:n ominaisaktiivisuus voidaan esimerkiksi maarittda seuraa-
vasti. PDE-maaritykset, joissa hyddynnettiin hiilierotustekniikkaa, toteutettiin
olennaisesti tavalla, jota kuvaavat Loughney et al., The Journal of Biological
Chemistry 271 (1996) 796 - 806. Tassa méarityksessé PDEb5-aktiivisuus muut-
taa [*P]cGMP:ta [**P]5'GMP:ksi suhteessa ldsna olevaan PDE5-aktiivisuus-
maaraan. [*P]5’GMP muutetaan sitten kvantitatiivisesti vapaaksi [**P]-fosfaa-
tiksi ja leimaamattomaksi adenosiiniksi kdarmeenmyrkyn 5'-nukleosidaasin
vaikutuksesta. Vapautunut [**P]-fosfaattimaéra on siten verrannollinen entsyy-
miaktiivisuuteen. Maaritys tehdaan 1ampétilassa 30 °C 100 ul:ssa reaktioseos-
ta, joka sisaltéa (loppupitoisuuksina) 40 mmol/l Tris-Cl:a (pH 8,0), 1 umol/l
ZnS0O,:a, 5 mmol/l MgCl,:a ja 0,1 mg/ml naudan seerumialbumiinia. PDE5:ta
on lasnd maarid, jotka antavat tulokseksi substraatin < 30-prosenttisen koko-
naishydrolyysin (lineaariset maaritysolosuhteet). Maaritys kaynnistetaan lisaa-
malla substraatti (1 mmol/l [**P]cGMP:t4) ja seosta inkuboidaan 12 minuuttia.
Sitten lisitaan 75 ng Crotalus atrox -myrkkya ja inkubointia jatketaan viela 5 mi-
nuuttia (yhteensa 15 minuuttia). Reaktio keskeytetdan lisdamalla 200 ml aktii-
vihiilisuspensiota (25 mg/ml 0,1 mol/l NaH,PO,:a siséltdvassa liuoksessa, pH
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4). Kun on sentrifugoitu (750 x g, 3 minuuttia) hiilen laskeuttamiseksi, otetaan
supernatanttindyte tuikelaskurissa tehtavaé radioaktiivisuusmittausta varten ja
lasketaan PDES5-aktiivisuus. Valmisteiden ominaisaktiivisuus oli noin 3 pmol
hydrolysoitua cGMP:t4 minuutissa milligrammaa kohden proteiinia.

Nauta-PDE6-valmiste

Nauta-PDEG6:n toimitti tri N. Virmaux, INSERM U338, Strasbourg.
Naudan verkkokalvot preparoitiin tavalla, jota kuvaavat Virmaux et al., FEBS
Letters 12(6) (1971) 325 - 328, katso myds A. Sitaramayya et al., Ewxp. Eye
Res. 25 (1977) 163 - 169. Ellei toisin mainita, lyhyesti esitettyna kaikki toimen-
piteet tehtiin kylmésséa ja himmeé&ssé punaisessa valossa. Silmia pidettiin kyl-
massa ja pimeassa korkeintaan nelja tuntia teurastuksen jalkeen.

Naudan verkkokalvon ulomman osan (ROS; retinal outer segment)
preparoinnissa noudatettiin olennaisesti menettelyja, joita kuvaavat Schichi et
al., J. Biol. Chem. 224 (1969) 529. Tyypillisessd kokeessa jauhettiin 35 nau-
dan verkkokalvoa huhmareessa yhdessa 35 ml:n kanssa fosfaattipuskuria
(0,066 mol/l, pH 7,0), johon oli lisatty sakkaroosia pitoisuudeksi 40 %, mita
seurasi homogenointi Potter-nomogenaattorissa (20 ylés ja alas iskua). Sus-
pensiota sentrifugoitiin 20 minuuttia kiihtyvyydella 25 000 x g. Pelletti homoge-
noitiin 7,5 ml:ssa fosfaattipuskuria (0,006 mol/l, 40 % sakkaroosia) ja asetettiin
varovasti kerrokseksi 7,5 ml:n fosfaattipuskurikerroksen (ei sisaltanyt sakka-
roosia) alle. Sentrifugoitiin 20 min kiihtyvyydella 45 000 x g kayttamalla ulos
heilahtavaa roottoria, ja tdma antoi tulokseksi pelletin, joka on musta pohjasta,
ja my6s punaisen vyéhykkeen rajapinnalla 0,066 mol/l fosfaattia - 40 % sakka-
roosia / 0,066 mol/l fosfaattia (epapuhdas ROS). Rajapinnalla oleva punainen
materiaali poistettiin, laimennettiin fosfaattipuskurilla, sentrifugoitiin pelletiksi ja
jakautettiin uudelleen edelld kuvattuun puskuroituun 40-prosenttiseen sakka-
roosiliuokseen. Tama menettely toistettiin 2 tai 3 kertaa, kunnes ei enda muo-
dostunut pellettia. Puhdistettu ROS pestiin fosfaattipuskurissa ja sentrifugoitiin
lopuksi pelletiksi, 20 min kiihtyvyydelld 25 000 x g. Kaikki materiaalit pidettiin
pakastettuina kayttéon asti.

Hypotonisia uutteita valmistettiin suspendoimalla eristetty ROS liuok-
seen, joka sisélsi 10 mmol/l Tris-Cl:a, pH 7,5, 1 mmol/l EDTA ja 1 mmol/l ditio-
erytritolia, minka jalkeen sentrifugoitiin 30 min kiihtyvyydella 100 000 x g.

Valmisteen ominaisaktiivisuuden ilmoitettiin olevan noin 35 nmol hyd-
rolysoitua cGMP:t& minuutissa milligrammaa kohden proteiinia.



10

15

20

25

30

35

18

Spodoptera fugiperda -soluista (Sf9) saatu PDE1c-valmiste

Solupelietit (5 g) sulatettiin jaiden paalla 20 mi:n kanssa lyysipusku-
ria (50 mmol/l MOPS:44, pH 7,4, 10 umol/l ZnSO,:a, 0,1 mmol/l CacCl,:a,
1 mmol/l DTT:a, 2 mmol/l bentsamidiini-HCl:a, 5 g/ml pepstatiinia, leupeptiinia
ja aproteniinia kutakin). Solut hajotettiin johtamalla ne French-painekennon
(SLM-Aminco) lapi pitaen lampétila 10 °C:n alapuolella. Tuloksena olevaa so-
luhomogenaattia sentrifugoitiin 45 minuuttia kierrostaajuudella 36 000 min™' |am-
potilassa 4 °C Beckman-ultrasentrifugissa kayttamalla roottoria Type Tl45. Su-
pernatantti heitettiin pois ja tuloksena oleva pelletti suspendoitiin uudelleen
40 ml:aan solubilisaatiopuskuria [lyysipuskuri, joka sisalsi 1 mol/l NaCl:a,
0,1 mol/l MgCl,:a, 1 mmol/l CaCl,:a, 20 ug/ml kalmoduliinia ja 1 % Sulfobetai-
ne SB12:ta (Z3-12)] kasittelemalla 3 x 30 sekuntia ultradénella kayttamalla mik-
rokarjella varustettua VibraCell-saadinta. Tama tehtiin jaamurska-suolaseok-
sessa jadhdytyksen aikaansaamiseksi. Ultradanikasittelyn jalkeen seosta se-
koitettiin hitaasti 30 minuuttia lampétilassa 4 °C membraaniin sitoutuneiden
proteiinien liukenemisen saattamiseksi loppuun. Tatéd seosta sentrifugoitiin
45 minuuttia kierrostaajuudella 36 000 min"' Beckman-ultrasentrifugissa kayt-
tamalla roottoria Type Tl45. Supernatantti laimennettiin lyysipuskurilla, joka si-
salsi 10 pug/ml kalpaiini-inhibiittoria | ja 1. Saostunutta proteiinia sentrifugoitiin
20 minuuttia kierrostaajuudella 9 000 min™ kayttamalla Beckman JA-10 -root-
toria. Talteen otetulle supernatantilie tehtiin sitten Mimetic Blue AP Agarose
-kromatografia.

Ajon tekemiseksi Mimetic Blue AP Agarose -kolonnissa hartsi suo-
jattiin aluksi syottamalla 10 kerroksen tilavuutta 1-prosenttista polyvinyylipyrro-
lidonia (MW 40 000) epaspesifisten sitoutumiskohtien salpaamiseksi. Loyhasti
sitoutunut PVP-40 poistettiin pesemalla 10 kerroksen tilavuudella liuosta, joka
sisalsi 2 mol/l NaCl:a ja 10 mmol/l natriumsitraattia, pH 3,4. Juuri ennen liuke-
nevaksi tehdyn PDE1c-naytteen lisddmistd kolonni tasapainotettiin 2 kerrok-
sen tilavuudella kolonnipuskuria A (50 mmol/l MOPS:aa, pH 7,4, 10 umol/l
ZnS0O,:a, 5 mmol/l MgCl,:a, 0,1 mmol/l CaCl,:a, 1 mmol/l DTT:a ja 2 mmol/l
bentsamidiini-HCl:a).

Liukenevaksi tehty nayte syétettiin kolonniin virtausnopeudella 2 ml/
min kierrattaen siten, ettd koko nayte syétettiin 4 - 5 kertaa 12 tunnin aikana.
Kun lataus oli saatettu loppuun, kolonni pestiin 10-kertaisella tilavuudellaan
kolonnipuskuria A, sen jélkeen 5-kertaisella tilavuudellaan kolonnipuskuria B
(kolonnipuskuri A, joka sisalsi 20 mmol/l 5'-AMP:ta) ja sen jalkeen 5-kertaisella
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tilavuudellaan kolonnipuskuria C (50 mmol/l MOPS:a4&, pH 7,4, 10 umol/i
ZnS0O,:a, 0,1 mmol/t CaCl,:a, 1 mmol/l ditiotreitolia ja 2 mmol/l bentsamidiini-
HCl:a). Entsyymi eluoitiin kolmeksi perakkaiseksi yhdistelmaksi. Ensimméinen
yhdistelma koostui entsyymista, joka oli peréisin 5 kerroksen tilavuudella teh-
dysta huuhtomisesta kolonnipuskurilla C, joka sisélsi 1 mmol/l cAMP:ta. Toi-
nen yhdistelma koostui entsyymista, joka oli peraisin 5 kerroksen tilavuudella
tehdysta huuhtomisesta kolonnipuskurilla C, joka sisalsi 1 mol/i NaCl:a. Vii-
meinen entsyymiyhdistelma koostui 5 kerroksen tilavuudella tehdysta huuhto-
misesta kolonnipuskurilla C, joka sisélsi 1 mol/l NaCl:a ja 20 mmol/l cAMP:t&.

Aktiiviset entsyymiyhdistelmat otettiin talteen ja syklinen nukleotidi
poistettiin tavanomaisella geelisuodatuskromatografialla tai hydroksiapatiittihart-
seilla tehdylla kromatografialla. Syklisten nukleotidien poistamisen jalkeen ent-
syymiyhdistelméat dialysoitiin dialyysipuskuria vastaan, joka sisélsi 25 mmol/l
MOPS:a4, pH 7,4, 10 umol/l ZnSO,:a, 500 mmol/l NaCl:a, 1 mmol/l CaCl,:a,
1 mmol/l ditiotreitolia ja 2 mmol/l bentsamidiini-HCl:a, mita seurasi dialyysi dia-
lyysipuskuria vastaan, joka sisélsi 50 % glyserolia. Entsyymi jaadytettiin no-
peasti hiilihappojaan avulla ja séilytettiin lampdtilassa -70 °C.

Tuloksena olevien valmisteiden puhtausaste oli noin > 90 % SDS-
PAGE:n mukaan. Naiden valmisteiden ominaisaktiivisuus oli noin 0,1 - 1,0 pmol
hydrolysoitua cAMP:t4 minuutissa milligrammaa kohden proteiinia.

IC,-arvomaddritykset

Kiinnostuksen kohteena oleva parametri arvioitaessa PDE5:n ja/tai
PDE1c:n ja PDEG6:n kompetitiivisen entsyymi-inhibiittorin voimakkuutta on inhi-
bitiovakio, ts. K. Taman parametrin approksimaatio voidaan saada méaaritta-
malla 1C, joka on se inhibiittorikonsentraatio, joka johtaa 50-prosenttiseen
entsyymi-inhibitioon yhdessé annos-vastekokeessa seuraavissa olosuhteissa.

Inhibiittorikonsentraatio on aina paljon suurempi kuin entsyymikon-
sentraatio, niin ettd vapaan inhibiittorin konsentraatio (joka on tuntematon)
approksimoidaan kokonaisinhibiittorikonsentraation (joka tunnetaan) kautta.

Valitaan sopiva inhibiittorikonsentraatioalue (ts. kokeessa on lasné in-
hibiittorikonsentraatioita, jotka ovat vahintadadn muutaman kerran suurempia ja
muutaman kerran pienempid kuin K). Inhibiittorikonsentraatiot olivat tyypilli-
sesti alueella 10 nmol/l - 10 umol/l.

Entsyymi- ja substraattikonsentraatiot valitaan siten, etta alle 20 %
substraatista kuluu inhibiittorin poissa ollessa (substraatin maksimihydrolyysik-
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si saadaan esimerkiksi 10 - 15 %), niin ettd entsyymiaktiivisuus on suunnilleen
vakio koko maarityksen ajan.

Substraattipitoisuus on alle kymmenesosa Michaelisin vakiosta (K_,).
Tama johtuu Cheng-Prisoffin yhtalésta, joka suhteuttaa nama kaksi paramet-
ria: I1C5, = Ki(1+S/K,,), jossa (1+S/K,,) on noin 1 suhteen S/K, arvojen ollessa
pienia.

ICs-arvo arvioidaan tietopisteistd sovittamalla tiedot sopivaan ent-
syymi-inhibiittorivuorovaikutusmalliin. Kun tiedetaan, etta tassa vuorovaikutuk-
sessa tapahtuu inhibiittorin yksinkertainen kilpailu substraatin kanssa, voidaan
kayttda seuraavaa kahden parametrin mallia:

Y = A/(1+x/B)

jossa Y on inhibiittorikonsentraatiolla x mitattu entsyymiaktiivisuus, A on aktii-
visuus inhibiittorin poissa ollessa ja B on IC,,. Katso Y. Cheng et al., Biochem.
Pharmacol. 22 (1973) 3099 - 3108.

Esilld olevan keksinnén mukaisten inhibiittoreiden vaikutukset edel-
& kuvatun kaltaisten PDES5- ja PDEG6-valmisteiden entsyymiaktiivisuuteen
maaritettiin jommallakummalla kahdesta maarityksesta, jotka erosivat toisis-
taan paaasiassa mittakaavan suhteen ja antoivat olennaisesti samoja 1Cg-
arvotuloksia. Kummassakin maarityksessa kaytettiin Wellsin ef al. menettelyn
[Biochim. Biophys. Acta 384 (1975) 430] muunnosta. Ensimmainen maarityk-
sisté tehtiin kokonaistilavuudessa 200 pl liuosta, joka sisalsi 50 mmol/l Trisia,
pH 7,5, 3 mmol/l Mg-asetaattia, 1 mmol/l EDTAa, 50 pg/ml kdarmeenmyrkky-
nukleotidaasia ja 50 nmol/l [PH]-cGMP:tad (Amersham). Keksinndén mukaiset
yhdisteet liuotettiin DMSO:iin, jota oli maarityksessa lasna loppupitoisuutena
2 %. Maéritysseoksia inkuboitiin 30 minuuttia lampétilassa 30 °C ja reaktio kes-
keytettiin lisddmalla 800 pl liuosta, joka sisélsi 50 mmol/l Trisia, pH 7,5,
10 mmol/l EDTAa, 10 mmol/l teofylliinia, 0,1 mmol/l adenosiinia ja 0,1 mmol/l
guanosiinid. Seokset ladattiin 0,5 ml:n QAE Sephadex -kolonneille ja eluoitiin
2 mi:lla 0,1 M formaattiliuosta (pH 7,4). Eluoitunut radioaktiivisuus mitattiin tui-
kelaskennalla Optiphase Hisafe 3:ssa.

Toinen mikromaljalla tehtdvd PDE-maaritys kehitettiin kayttamalla
Multiscreen-maljoja ja alipainejako-osaa. Maaritysseos (100 pl) sisélsi 50 mmol/l
Trisia, pH 7,5, 5 mmol/l Mg-asetaattia, 1 mmol/l EDTAa ja 250 pg/ml kaar-
meenmyrkkynukleotidaasia. Reaktioseoksen muut komponentit olivat edella
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kuvatun kaltaiset. Inkuboinnin lopussa koko maaritystilavuus ladattin QAE
Sephadex -mikrokolonnimaljalle suodattamalla. Vapaa radioaktiivisuus eluoitiin
200 pl:lla vetta, josta analysoitiin 50 pul:n annoksia tuikelaskennalla edelld ku-
vatulla tavalla.

Seuraavat esimerkit annetaan patenttivaatimusten kohteena olevan
keksinnbn mukaisen valmisteen valaisemiseksi tarkemmin. Esilld olevan kek-
sinndn suoja-alaa ei pidd ymmartaa koostuvaksi yksinomaan seuraavista esi-
merkeista.

Esimerkki 1

Yhdiste, jonka rakennekaava on |, valmistettiin US-patenttijulkaisus-
sa 5859 006 kuvatulla tavalla ja formuloitiin tableteiksi kayttamalla markara-
keistusta. Povidoni liuotettiin veteen 10-prosenttiseksi liuokseksi. Aktiivinen yh-
diste, mikrokiteinen selluloosa, kroskarmelloosinatrium ja natriumlauryylisul-
faatti lisattiin voimakkaasti leikkaavaan sekoittimeen ja sekoitettiin 2 minuuttia.
Jauheet markarakeistettiin kayttamallad povidoniliuos ja ylimaaraista vetta tar-
peen mukaan rakeistuksen saattamiseksi loppuun. Tuloksena olevaa seosta
kuivattiin leijukerroskuivurissa sisdantuloilman 1ampétilan ollessa 70 °C + 5 °C,
kunnes kuivaushavio oli alle 2,5 %. Rakeet johdettiin sopivalla seulalla (tai sii-
vilalla) varustetun Comil-laitteen Iapi ja laitettiin sopivaan sekoittimeen. Rakei-
den ulkopuolinen kroskarmelloosinatrium ja natriumlauryylisulfaatti ja kolloidi-
nen vedetdn piidioksidi johdettiin sopivan siivildn (esimerkiksi 500 pm) lapi,
lisattiin sekoittimeen ja sekoitettiin 2 minuuttia. Lisattin magnesiumstearaatti ja
sekoitettiin 2 minuuttia. Seos puristettiin tavoitepuristusarvoon painoa 250 mg
kohden kayttamalla normaalia 9 mm:n koveraa valineistda.

Ydintabletteja paallystettiin vesipitoisella Opadry OY-S-7322 -sus-
pensiolla kayttamalla Accelacota-paallystysastiaa (tai vastaavaa) ja tuloilman
lampédtilaa 50 - 70 °C, kunnes tabletin paino oli kasvanut noin 8 mg. Opadry
OY-S-7322 sisaltaa metyylinydroksipropyyliseluloosaa Ph.Eur., titaanidioksidia
Ph.Eur. ja triasetiinia USP. Opadry nostaa kunkin tabletin painon noin
258 mg:aan. Tablettia kohden levitettavan kalvopaallysteen maara voi olla
mainittua pienempi prosessin tehosta riippuen.

Tabletit pakataan kuplapakkauksiin ja niihin litetdan pakkauksessa
oleva seloste, jossa kuvataan tuotteen turvallisuutta ja tehoa.
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Ainesosa

Formulaatiot (mg/tabletti)

Selektiivinen PDES5-inhibiittori" 1 5
Hydroksipropyylimetyyliselluloosaftalaatti 1 5
Mikrokiteinen selluloosa 221,87 213,87
Kroskarmelloosinatrium 5,00 5,00
Natriumlauryylisulfaatti 2,50 2,50
Natriumpovidoni K30 9,38 9,38
Puhdistettu vesi, USP (kostutusvesi) g.s. g.s.
Kroskarmelloosinatrium 5,00 5,00
Natriumlauryylisulfaatti 2,50 2,50
Kolloidinen vedetdn piidioksidi 0,50 0,50
Magnesiumstearaatti 1,25 1,25
Koko ydin, osasumma 250,00 250,00
(Kalvopaallyste Opadry OY-S-7322) noin 8 mg noin 8 mg

YRakennekaavan (1) mukainen yhdiste

Esimerkki 2

Seuraavaa formulaatiota kaytetaan valmiin, 10 mg rakennekaavan |
mukaista yhdistetta siséltadvén annostelumuodon valmistuksessa.

Ainesosa Maard (mg)
Rakeet
Selektiivinen PDE5-inhibiittori" 10,00
Laktoosimonohydraatti 153,80
Laktoosimonohydraatti (suihkukuivattu) 25,00
Hydroksipropyyliselluloosa 4,00
Kroskarmelloosinatrium 9,00
Hydroksipropyyliselluloosa (EF) 1,75
Natriumlauryylisulfaatti 0,70
35,00
Ulkopuolella olevat jauheet
Mikrokiteinen selluloosa (rakeinen-102) 37,50
Kroskarmelloosinatrium 7,00
Magnesiumstearaatti (kasvispohjainen) 1,25

Yhteensd 250 mg

Kalvopaal

lyste (noin) 11,25
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Tablettien valmistuksessa kaytetdan puhdistettua vetta, USP. Vesi
poistetaan késittelyn aikana, ja sité j&& valmiiseen tuotteen hyvin pieniad maa-
ria.

Tabletit valmistetaan kayttamalla markarakeistusprosessia. Proses-
sin kuvaus vaihe vaiheelta on seuraava. Rakeistettaville 1adkeaineille ja tayte-
aineille tehdaan varmistusseulonta. Selektiivinen PDES-inhibiittori kuivasekoi-
tetaan laktoosimonohydraatin (suihkukuivattu), hydroksipropyyliselluloosan,
kroskarmelloosinatriumin ja laktoosimonohydraatin kanssa. Tuloksena oleva
jauheseos rakeistetaan vesipitoisen hydroksipropyyliselluloosa- ja natriumlau-
ryylisulfaattiliuoksen kera kayttamalla Powrex-rakeistinta tai muuta sopivaa
voimakkaasti leikkaavaa rakeistinta. Vettd voidaan lisdtd enemman toivotun
paatepisteen saavuttamiseksi. Markien rakeiden paakkujen hajottamiseksi ja
kuivauksen helpottamiseksi voidaan kayttdd myllyd. Marat rakeet kuivataan
kayttdmalla joko leijukerroskuivuria tai kuivausuunia. Kun materiaali on kuivu-
nut, sille voidaan tehda kokoluokittelu mahdollisten suurten agglomeraattien
poistamiseksi. Mikrokiteiselle selluloosalle, kroskarmelloosinatriumille ja mag-
nesiumstearaatille tehdaan varmistusseulonta ja ne lisataan kuiviin kokoluoki-
teltuihin rakeisiin. Naita tayteaineita ja kuivia rakeita sekoitetaan, kunnes seos
on yhtenainen, kayttamalld rumpusekoitinta, nauhasekoitinta tai muita sopivia
sekoituslaitteita. Sekoitusprosessi voidaan jakaa kahdeksi vaiheeksi. Mikroki-
teinen selluloosa, kroskarmelloosinatrium ja kuivat rakeet lisataan sekoitti-
meen ja tehdaan ensimmaisen vaiheen sekoitus, mitd seuraa magnesiumstea-
raatin lisdaminen naihin rakeisiin ja toinen sekoitusvaihe.

Sekoitetut rakeet puristetaan sitten tableteiksi kayttamalla pyorivaa
puristuskonetta. Ydintableteille tehdaén kalvopaallystys kayttamalla sopivan va-
riseoksen vesipitoista suspensiota paallystysastiassa (esimerkiksi Accela Cota).
Paallystetyt tabletit voidaan polyttda kevyesti talkilla tablettien kasittelyominai-
suuksien parantamiseksi.

Tabletit pakataan muovisailidihin (30 tablettia/sailio) ja mukaan lii-
tetaén pakkauksessa oleva seloste, jossa kuvataan tuotteen turvallisuutta ja
tehoa.

Esimerkki 3

Seuraavaa formulaatiota kaytetaan valmiin, 5 mg rakennekaavan |
mukaista yhdistetta sisaltdvan annostelumuodon valmistuksessa.
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Ainesosa Madara (mg)
Rakeet
Selektiivinen PDE5-inhibiittori" 2,50
Laktoosimonohydraatti 79,395
Laktoosimonohydraatti (suihkukuivattu) 12,50
Hydroksipropyyliselluloosa 2,00
Kroskarmelloosinatrium 4,50
Hydroksipropyyliselluloosa (EF) 0,875
Natriumlauryylisulfaatti 0,35
Ulkopuolella olevat jauheet
Mikrokiteinen selluloosa (rakeinen-102) 18,75
Kroskarmelloosinatrium 3,50
Magnesiumstearaatti (kasvispohjainen) 0,63
Yhteensd 125 mg
Kalvopaallyste (noin) 6,875

Esimerkin 3 mukainen annostelumuoto valmistettiin samalla tavalla
kuin esimerkin 2 mukainen annostelumuoto.

Esimerkki 4

Liuoskapseli
Ainesosa mg/kapseli Prosenttia (%)
Selektiivinen PDE5-inhibiittori" 10 2
PEG400 NF 490 98
Tayttdémaara 500 100

Gelatiinikapselit taytetdan tarkasti pumppaamalla tadsmaéllinen tila-
vuus ennalta liuotettua ladkeformulaatiota kapselin osaksi suljettuun onteloon.
Kapseli suljetaan tdysin 1dmmon avulla heti, kun se on taytetty injektoimalla

ladkeaineliuosformulaatio.

Kapselit pakataan muovisailidihin ja mukaan liitetdan pakkaukses-

sa oleva seloste.
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Esimerkki 5

Tama tutkimus oli satunnaistettu, plasebovertailunaytteen sisaltava,
kaksisuuntaisella ristikkaismallilla toteutettu kliininen farmakologinen kaksois-
sokkokoe, jossa tutkittiin 1ddkeaineiden vuorovaikutusta ja arvioitiin tutkittava-
na ladkeaineena olevan selektiivisen PDE5-inhibiittorin (ts. rakennekaavan |
mukaisen yhdisteen) ja lyhytvaikutteisten nitraattien samanaikaisen annon he-
modynaamisia vaikutuksia terveisiin vapaaehtoisiin miehiin. Tassa tutkimuk-
sessa kohteet saivat joko tutkittavaa ldakeainetta annoksena 10 mg tai plase-
boa paivittdin seitseman paivan ajan. Kuudentena tai seitseméantena paivana
kohteet saivat kielen alle nitroglyseriinia (0,4 mg) ollessaan seléllaan kallistet-
tavalla pdydalla. Nitroglyseriini annettiin 3 tunnin kuluttua tutkittavan laakeai-
neen annostelusta, ja kaikki kohteet pitivat nitroglyseriinitabletin kielensi alla,
kunnes se oli kokonaan liuennut. Kohteet kallistettiin 70°:n kulmaan paa ylos-
pain 5 minuutin valiajoin yhteensa 30 minuutin ajan mitaten verenpaine ja sy-
ke. Tahan tutkimukseen tulleiden 22 terveen miehen (iéltédan 19 - 60 vuotta)
joukossa ei ollut yhtaan keskeyttanytta.

Taman tutkimuksen alustavassa analyysissa tutkittava 1agkeaine oli
hyvin siedetty, eikd vakavia negatiivisia tapahtumia esiintynyt. Tutkittavaan laa-
keaineeseen liittyvia muutoksia ei esiintynyt turvallisuutta mittaavissa laborato-
riomaarityksissa eikd EKG:iss4, joissa kaytettiin 12 johtoa. Yleisimmat negatii-
viset tapahtumat olivat paansarky, ruuansulatushairiét ja selkakipu.

Esimerkki 6

Kahdessa satunnaistetussa, plasebovertailunédytteen sisaltavassa
kaksoissokkotutkimuksessa annettiin hoidon tarpeessa oleville potilaille raken-
nekaavan | mukaista yhdistettad erilaisina annoksina seka paivittain etta tar-
peen mukaan seksuaalikumppanin kanssa ja kotiymparistdssa tapahtuvaa yh-
dyntda varten. Annokset 5 - 20 mg rakennekaavan | mukaista yhdistetta olivat
tehokkaita, eikad punoitusta eikd raportoituja naén poikkeavuuksia esiintynyt.
Havaittiin, ettd 10 mg:n annos rakennekaavan | mukaista yhdistetta oli taysin
tehokas ja sivuvaikutukset olivat hyvin vahaisia (ei punoitusta eika raportoitua
sinisena nakemista).

Erektiotoimintoa arvioitiin kayttamalla kansainvélistd erektiotoimin-
toindeksia (lIEF; the International Index of Erectile Function) [Rosen et al.,
Urology 49 (1997) 822 - 830], seksuaalisista yrityksista pidettyja paivakirjoja ja
yleistéd tyytyvéisyyskyselya. Rakennekaavan | mukainen yhdiste paransi mer-
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kitsevasti erektiotoimintoa arvioituna kaikkien tulosten mukaan. Molemmissa
hoito-ohjelmissa, seka "tarvittaessa” etta paivittdin annosteltuna, rakennekaa-
van | mukainen yhdiste paransi merkitsevasti erektiotoimintoa annoksina 1 -
20 mg.

Esimerkki 7

Kolmas kliininen tutkimus oli satunnaistettu, plasebovertailunaytteen
siséltava kaksoissokkotutkimus, jossa kaytettiin rakennekaavan | mukaista yh-
distetté (tutkittavaa ladkeainetta) annettuna "tarvittaessa” miespotilaille, joilla oli
erektiohairio. Tutkittavaa la&keainetta annettiin kahdeksan viikon aikana hoi-
dettaessa miehen erektiohairiéta (ED; erectile dysfunction). Erektioh&irié (ED)
maadaritellaan pysyvaksi kyvyttdmyydeksi saada ja/tai yllapitaa riittava erektio
tyydyttdvan seksuaalisen suorituskyvyn mahdollistamiseksi. Annostelu "tarvit-
taessa” maaritelldan tutkittavan ladkeaineen ajoittaiseksi annoksi ennen odo-
tettua seksuaalista aktiviteettia.

Tutkimuspopulaatio koostui 212 miehesta, jotka olivat vahintaan
18-vuotiaita ja joilla oli lieva - vakava erektioh&irié. Tutkittavaa laskeainetta
annettiin oraalisesti kerasaostumatabletteina, jotka oli valmistettu Butlerin US-
patenttijulkaisun 5 985 326 mukaisesti. Tutkittavaa ladakeainetta annettiin an-
noksina 2 mg, 5 mg, 10 mg ja 25 mg "tarvittaessa” ja korkeintaan kerran vuo-
rokaudessa. Hoitoa milldan nitraateilla, atsolisienilaakkeilla (esimerkiksi keto-
konatsolilla tai itrakonatsolilla), varfariinilla, erytromysiinilla tai antiandrogee-
neilld ei sallittu missdan vaiheessa tutkimuksen aikana. Muita ED:n hoitoon
kaytettyja hyviksi todettuja tai kokeellisia la&kityksia, hoitoja tai valineita ei sal-
littu. 41 kohteelle annettiin plaseboa.

Kaksi ensisijaista tehomuuttujaa olivat kohteen kyky tydntaa siitin
partnerin vaginaan ja kyky yllapitda erektio yhdynnan aikana kansainvalisella
erektiotoimintoindeksilla (IlEF) mitattuna. IIEF-kysely sisaltaa 15 kysymysti ja
mittaa erektiotoimintoa lyhytsanaisesti ja luotettavasti. Katso R. C. Rosen et
al., Urology 49 (1997) 822 - 830.

Toissijaisia tehomuuttujia olivat 1IEF-tasopisteet erektiotoiminnolle,
orgasmitoiminnolle, seksuaaliselle halulle, yhdynnan antamalle tyydytykselle ja
yleiselle tyytyvaisyydelle; potilaan kyky saavuttaa erektio, kyky tyontaa penis
partnerin vaginaan, yhdynnén saattaminen loppuun ejakulaatiolla, tyytyvaisyys
erektion kovuuteen ja kokonaistyytyvaisyys, kaikki mitattuina "seksuaalikoh-
taamispaivakirjan” (the Sexual Encounter Profile (SEP) diary) mukaan; ja hoi-



10

15

20

25

30

27

tojakson lopussa tehty yleisarviointikysymys. SEP on potilaspaivakirjavaline,
joka dokumentoi kunkin seksuaalisen kohtaamisen tutkimuksen aikana.

Tutkimuksen turvallisuusanalyysi sisélsi kaikki mukana olleet koh-
teet ja tehtiin arvioimalla kaikki raportoidut negatiiviset tapahtumat, muutokset
kliinisissa laboratorioarvoissa, elaman kannalta olennaiset merkit, fyysisen tut-
kimuksen tulokset ja elektrokardiogrammitulokset.

Lopussa potilaita, jotka arvostelivat kykynsé tunkeutua vaginaan
(HEF-kysymys 3) luokkaan "l&hes aina tai aina”, oli seuraavasti: 17,5 % plase-
boryhméssa, 38,1 % ryhméssé 2 mg, 48,8 % ryhméssa 5 mg, 51,2 % ryhmas-
sd 10 mg ja 83,7 % ryhméassa 25 mg. Vertailut paljastivat tilastollisesti merkit-
sevia eroja tunkeutumiskyvyn muutoksessa plasebon ja tutkittavan laakeai-
neen kaikkien annostasojen valilla.

Lopussa potilaita, jotka arvostelivat kykynsa pitéa ylla erektio (IIEF-
kysymys 4) luokkaan "ldhes aina tai aina”, oli seuraavasti: 10,0 % plasebo-
ryhmassa, 19,5 % ryhmassa 2 mg, 32,6 % ryhmassa 5 mg, 39,0 % ryhmassa
10 mg ja 69,0 % ryhmasséa 25 mg. Vertailut paljastivat tilastollisesti merkitsevia
eroja tunkeutumiskyvyn muutoksessa plasebon ja tutkittavan laakeaineen kol-
men korkeimman annostason valilla.

Tama tutkimus osoitti kaiken kaikkiaan, etta kaikki kolme tutkittavan
laakeaineen annosta, nimittdin 2 mg, 5 mg, 10 mg ja 25 mg, otettuina "tarvit-
taessa” saivat aikaan merkitsevan parannuksen suhteessa plaseboon erektio-
hairiéta potevien miesten seksuaalisessa suorituskyvyssa, kun arvioinnin poh-
jana lIEF, potilaspaivéakirjat, joissa arvioidaan onnistuneiden yhdyntéjen tiheys
ja yhdynnan antama tyydytys, ja yleinen arvio. Tama parannus osoitettiin suu-
ressa tutkimuspopulaatiossa, joka sisélsi potilaita, joilla esiintyi erektiohairion
kaikkia vakavuusasteita. Useimmat negatiiviset tapahtumat olivat vakavuu-
deltaan lievia tai kohtuullisia. Merkittavaa on, ettei yksikaan potilas ilmoittanut
varinadn hairidihin liittyvia negatiivisia tapahtumia.

Kliinisista tutkimuksista saadut yhdistetyt tulokset osoittivat, etta ra-
kennekaavan | mukaisen yhdisteen anto hoitaa tehokkaasti miehen erektiohai-
riéta, kuten seuraava taulukko valaisee.
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lIEF-erektiotoimintotaso (muutos perusviivasta)

Yksikkdéannos n Keskiarvo + SD p
Plasebo 131 0,8+5,3

2mg 75 39+6,1 < 0,001
5mg 79 6,6+7,1 < 0,001
10 mg 135 79+6,7 < 0,001
25 mg 132 94+7,0 < 0,001
50 mg 52 98+5,5 < 0,001
100 mg 49 84+5,1 < 0,001

n on kohteiden lukumaara, SD standardipoikkeama

Yhdistetyista kliinisista tutkimuksista havaittiin kuitenkin my¢s, etta
hoidon my6ta ilmaantuneiden negatiivisten tapahtumien prosentuaalinen osuus
kasvoi kaavan | mukaisen yhdisteen yksikkbannoksen kasvaessa, kuten seu-
raava taulukko valaisee.

Hoidon myéta ilmaantuneet negatiiviset tapahtumat (%)
Yksikkdéannos (mg)

Tapahtuma Plasebo| 2 5 10 25 50 | 100
Paansarky 6 12 10 23 29 34 46
Ruuansulatushéiri6 3 14 13 19 20 25
Selkékipu 5 3 3 15 18 24 22
Lihassarky 3 0 3 9 16 20 29
Nuha 3 7 3 4 4 0 2
Konjunktiviitti 1 0 1 1 0 2 5
Silmaluomien turvotus 0 0 0 1 1 2 3
Punoitus 0 0 0 <1 0 3 7
Naoén poikkeavuudet 0 0 0 0 0 0 0

Edella oleva taulukko osoittaa negatiivisten tapahtumien lisdantymisen yksik-
kdéannoksilla 25 mg - 100 mg. Niinpa, vaikka havaittiin erektiohairihoidon te-
hokkuus annoksilla 25 mg - 100 mg, tdytyy annoksilla 256 mg - 100 mg havaitut
negatiiviset tapahtumat ottaa huomioon.

Esilla olevan keksinnén mukaisesti yksikkéannos noin 1 - noin
20 mg, edullisesti noin 2 - noin 20 mg, edullisemmin noin 5 - noin 20 mg ja
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edullisimmin noin 5 - noin 15 mg annettuna siten, ettd maksimiannos on 20 mg
vuorokaudessa, seka hoitaa erektiohairiétd tehokkaasti ettd minimoi tai elimi-
noi haitallisten sivuvaikutusten esiintymisen. Tarke&a oli, ettei nadén poikkea-
vuuksia ilmoitettu ja punastuminen tuli suurin piirtein eliminoiduksi. Sen liséksi,
ettd hoidetaan yksildiden erektiohairititd yksikkdannoksella noin 1 - noin 20 mg
rakennekaavan | mukaista yhdistettd mahdollisimman vahaisin haitallisin sivu-
vaikutuksin, voidaan esilla olevan keksinndn mukaisella menetelmalla ja koos-
tumuksella yllattavasti hoitaa myés nitraattihoidossa olevien yksildiden erek-
tiohairioita.

Edella olevassa selityksessé on kuvattu esilla olevan keksinnén pe-
riaatteita, edullisia suoritusmuotoja ja toimintatapoja. Tassa suojattavaksi tar-
koitettua keksintdd ei kuitenkaan tule ymmartdd nimenomaisesti esitettyihin
muotoihin rajoittuvaksi, koska niitd on pidettava valaisevina eika rajoittavina.
Ammattimiehet voivat tehdd variaatioita ja muutoksia poikkeamatta keksinnén

15 hengesta.
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Patenttivaatimukset

1. Valmiste, joka on tarkoitettu |adkekayttéon ihmisilla, tunnettu
siita, etta se kasittaa
(a) oraalisen annostelumuodon, joka kasittda noin 1 - noin 20 mg selektiivista
PDE5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintadn 100-kertainen ero 1C;,-arvoissa PDES:n ja PDE6:n in-
hibition valilla,

(i) vahintdan 1 000-kertainen ero IC -arvoissa PDES5:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(iii) IC5,-arvo PDES:n inhibition ollessa kyseessa alle 10 nmol/l ja

(iv) riittava hyodtyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkdan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, ettd kyseinen PDES5-
inhibiittori on kayttékelpoinen seksuaalisen toimintahairién hoitoon potilaalla,
joka on sen tarpeessa ja ettei silla ole kontraindikaatioita koskien PDES inhi-
biittorin antoa potilaaile, joka potee verkkokalvosairautta; ja

(c) sailién.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen valmiste, tunnettu siita,
ettd verkkokalvosairaus on diabetekseen liittyva retinopatia.

3. Patenttivaatimusten 1 ja 2 mukainen valmiste, tunnettu siits,
ettd oraalinen annostelumuoto kasittda noin 5 mg, noin 10 mg tai noin 20 mg
selektiivistd PDE5-inhibiittoria.

4. Patenttivaatimusten 1, 2 ja 3 mukainen valmiste, tunnettu
siitd, ettd pakkauksessa oleva seloste antaa selektiivisen PDES5-inhibiittorin
maksimiannostukseksi noin 20 mg vuorokaudessa.

5. Patenttivaatimusten 1, 2, 3, ja 4 mukainen valmiste, tunnettu
siita, etta selektiivisella PDES-inhibiittorilla on rakenne
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6. Valmiste, tunnettu siith, ettd se on olennaisesti edella seli-
tyksessa kuvatun kaltainen.

7. Menetelma& seksuaalisen toimintahairion hoitamiseksi, tun-
nettu siitd, ettd kdytetdan patenttivaatimusten 1, 2, 3, 4 ja 5 mukaista val-
mistetta.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen valmiste, t u n n e t t u siit4, etta
verkkokalvosairaus on retinis pigmentosa.

9. Valmiste, joka on tarkoitettu 1adkekayttoon ihmisilla, tunnettu
siita, etta se kasittaa
(a) oraalisen annostelumuodon, joka kasittdad noin 1 - noin 20 mg selektiivista
PDES5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintaan 100-kertainen ero IC -arvoissa PDES:n ja PDEB:n in-
hibition valilla,

(i) vahintdan 1 000-kertainen ero IC,,-arvoissa PDES:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(iii) IC4-arvo PDES:n inhibition ollessa kyseessa alle 10 nmol/l ja

(iv) riittdva hydtyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikk&an-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetadn, ettd kyseinen PDE5-
inhibiittori on kayttdkelpoinen seksuaalisen toimintahairién hoitoon potilaalla,
joka on sen tarpeessa ja ettd hoidon PDES-inhibiittorilla jalkeen punastumi-
sesta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on alle 10 prosentin tasolla; ja

(c) sailion.

10. Valmiste, joka on tarkoitettu laakekayttéon ihmisilla, tun-
nettu siitd, ettad se kasittda
(a) oraalisen annostelumuodon, joka kéasittda noin 1 - noin 20 mg selektiivista
PDES5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintaan 100-kertainen ero IC.,-arvoissa PDE5:n ja PDEB:n in-
hibition valilla,

(ii) vahintaan 1 000-kertainen ero IC,,-arvoissa PDES:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(iii) IC4-arvo PDES:n inhibition ollessa kyseessa alle 10 nmol/l ja

(iv) riittava hydtyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkdan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, ettd kyseinen PDES5-
inhibiittori on kayttékelpoinen seksuaalisen toimintah&irién hoitoon potilaalla,
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joka on sen tarpeessa ja ettd hoidon PDES-inhibiittorilla jalkeen punastumi-
sesta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on alempaa tasoa kuin niiden po-
tilaiden prosenttiosuus, jotka ilmoittavat punastumisesta sildenafiilin tavarase-
losteessa; ja

(c) sailién.

11. Valmiste, joka on tarkoitettu laakekayttoon ihmisilla, tun -
nettu siita, ettd se kasittaa
(a) oraalisen annostelumuodon, joka kasittda noin 1 - noin 20 mg selektiivista
PDES5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintddn 100-kertainen ero IC4-arvoissa PDES:n ja PDE6:n in-
hibition valilla,

(i) vahintaan 1 000-kertainen ero I1C,-arvoissa PDE5:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(i) IC4-arvo PDES:n inhibition ollessa kyseessa alle 10 nmol/l ja

(iv) riittdva hyotyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkdan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;

(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, ettd kyseinen PDES5-
inhibiittori on kayttékelpoinen seksuaalisen toimintahairion hoitoon potilaalla,
joka on sen tarpeessa ja ettd hoidon PDES-inhibiittorilla jalkeen poikkeavasta
nadsta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on alempaa tasoa kuin niiden po-
tilaiden prosenttiosuus, jotka ilmoittavat poikkeavasta n&ddsta sildenafiilin tava-
raselosteessa; ja

(c) sailién.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen valmiste, tunnettu siita,
ettd pakkauksessa oleva seloste kertoo, ettd hoidon PDES-inhibiittorilla jal-
keen poikkeavasta naésta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on noin nolla.

13. Selektiivisen PDES-inhibiittorin kaytto lagkkeen valmistamiseksi,
joka siséaltda pakkauksessa olevan selosteen, jossa kerrotaan, ettd kyseinen
PDES5-inhibiittori on kayttdkelpoinen seksuaalisen toimintahairién hoitoon po-
tilaalla, joka on sen tarpeessa ja ettei silld ole kontraindikaatioita koskien
PDES-inhibiittorin antoa potilaalle, joka potee verkkokalvosairautta.

14. Selektiivisen PDES-inhibiittorin kaytté 1adkkeen valmistamiseksi,
joka sisaltda pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, ettd kyseinen
PDES5-inhibiittori on kayttékelpoinen seksuaalisen toimintah&irion hoitoon po-
tilaalla, joka on sen tarpeessa ja ettd hoidon PDES5-inhibiittorilla jalkeen pu-
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nastumisesta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on alle 10 prosentin tasol-
la.

15. Selektiivisen PDES-inhibiittorin kayttd ladkkeen valmistamiseksi,
joka sisaltda pakkauksessa olevan selosteen, jossa kerrotaan, etta kyseinen
PDE5-inhibiittori on kayttdkelpoinen seksuaalisen toimintahairion hoitoon po-
tilaalla, joka on sen tarpeessa ja ettd hoidon PDES-inhibiittorilla jalkeen pu-
nastumisesta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on alempaa tasoa kuin nii-
den potilaiden prosenttiosuus, jotka ilmoittavat punastumisesta sildenafiilin ta-
varaselosteessa.

16. Selektiivisen PDES inhibiittorin kayttd ladkkeen valmistamiseksi,
joka sisaltaa pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, ettd kyseinen
PDE5-inhibiittori on kayttékelpoinen seksuaalisen toimintahairién hoitoon po-
tilaalla, joka on sen tarpeessa ja ettd hoidon PDES-inhibiittorilla jalkeen poik-
keavasta nadsta ilmoittavien potilaiden prosenttiosuus on alempaa tasoa kuin
niiden potilaiden prosenttiosuus, jotka ilmoittavat epanormaalista naosta silde-
nafiilin tavaraselosteessa.

17. Selektiivisen PDES-inhibiittorin kayttd 1adkkeen valmistamiseksi,
joka valmiste siséltdd pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetdan, etta
kyseinen PDES-inhibiittori on kéayttékelpoinen seksuaalisen toimintahairidn
hoitoon potilaalla, joka on sen tarpeessa ja ettei silla ole kontraindikaatioita
koskien PDES5-inhibiittorin antoa potilaalle, joka potee tilaa, joka valitaan ryh-
masta, joka kasittda verkkokalvosairauden, punastumisalttiuden, naén poik-
keavuusalttiuden, luokan 1 kongestiivisen sydanvian, vahintaan 90 paivaa en-
nen seksuaalisen toimintahairion hoidon aloittamista tapahtuneen sydanin-
farktin ja niiden yhdistelmét.

18. Valmiste, joka on tarkoitettu ladkekayttoon ihmisilla, tun-
nettu siiti, ettad se kasittaa
(a) oraalisen annostelumuodon, joka kasittda noin 1 - noin 20 mg selektiivista
PDES5-inhibiittoria, jolla on

(i) vahintdan 100-kertainen ero IC,-arvoissa PDES5:n ja PDEG6:n in-
hibition valilla,

(ii) vahintaan 1 000-kertainen ero 1C,,-arvoissa PDES5:n ja PDE1c:n
inhibition valilla,

(iii) 1IC.,-arvo PDES:n inhibition ollessa kyseessa alle 10 nmol/l ja

(iv) riittava hyoétyosuus ollakseen vaikuttava oraalisina yksikkdan-
noksina noin 1 - noin 20 mg;
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(b) pakkauksessa olevan selosteen, jossa esitetddn, ettd kyseinen PDES5-
inhibiittori on kayttékelpoinen seksuaalisen toimintahairién hoitoon potilaalla,
joka on sen tarpeessa, ja ettei silld ole kontraindikaatioita koskien PDES5-
inhibiittorin antoa potilaalle, joka potee tilaa, joka valitaan ryhmasts, joka ka-
sittaa luokan 1 kongestiivisen sydanvian, vahintaan 90 paivaa ennen seksuaa-
lisen toimintahairién hoidon aloittamista tapahtuneen sydéaninfarktin ja niiden
yhdistelmat; ja

(c) sailion.
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