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Je opisané pouzitie (4-trifluormetyl)anilidu kyseliny 5- Il
-metylizoxazol-4-karboxylovej vzorca (1) a/alebo jej H ¢—NH —@— CF,
metabolitu, amidu kyseliny N-(4-trifluormetylfenyl)-2-

-kyano-3-hydroxykroténovej vzorca (2), ako aj fyzio- N \
logicky prijatelnych solf zl0&eniny vzorca (2) na vyro- "0 CHy
bu lietiv na aplikdciu pri odmictavych reakciach orga- o)
nizmu prijemcu orgénu na transplantovany organ.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka pouZitia (4-trifluormetyl) anilidu ky-
seliny 5-metylizoxazol-4-karboxylovej a/alebo jej metabo-
litu, amidu kyseliny N- (4-triflurometylfenyl)-2-kyano-3-
-hydroxykroténovej, ako aj fyziologicky prijatefnych soli
druhej uvedenej zlaeniny, na aplikéciu pri odmietavych
reakciach organizmu prijemcu orgénu na transplantovany
organ, ako aj liediv, obsahujucich uvedené zlugeniny.

Doterajsi stav techniky

Z eurépskeho patentového spisu &. 13 376 je znamy (4-
-trifluormetyl) anilid kyseliny 5-metylizoxazol-4-karbo-
xylovej vzorca (1)

5}

i
H c—NH*—@——CF;
A\
MCHJ

0 m

ako antiflogistické &inidlo. Je tu tiez opisany spdsob vyro-
by tejto zlideniny.

Dalej je zndme, Ze zligenina vzorca (1) a jej metabolit,
amid kyseliny N-(4-trifluormetylfenyl)-2-kyano-3-hydro-

xykrotonovej vzorca (2)
0
il

NC—C—C—NH@Crs

ICI\
H 0/ CH; @,
maji imunomodulaéné vlastnosti, takZe tieto zliZeniny su
vhodné ako lie¢iva proti chronickej chorobe ,,Graft-versus-
-Host", ako aj proti chorobe autoimunitného systému, naj-
mé systematickému Lupus erythematodes (EP-A-217 206).

US- patentovy spis 4 061 767 opisuje pouzitic anilido-
vych derivatov kyseliny 2-hydroxyetylidénkyanoctovej na
vyrobu liediv s antiflogistickym a analgetickym Gi&inkom.

V USA bolo v roku 1990 uskutoénenych 15 000 trans-
plantacif organov. Va&si podet sa tykal oblitiek, ale pribd-
dali tieZ transplantacie srdca, koZe, plic, pedene a pankrea-
su. U velkého pottu pacientov pri tom dochadza
k odmietavym reakcidm tela proti prenaSanému organu,
ktory pochéddza od iného &loveka. Pri tom sa rozliduji tri
formy odmietavych reakcii:
hyperakdtne, akiitne a chronické odmietanie.

Hyperakutna odmietava reakcia je v podstate sposobe-
na protilatkami, cirkulujicimi v krvi, ktoré st zamerané
proti tkanivu preneseného organu (transplantatu) a vo vel-
mi kratkom ¢ase, Casto v priebehu niekolkych minut, vedi
k nekréze transplantatu.

Pri akitnom odmietani transplantitu je odmietava re-
akcia Casovo spomalena. Popri tom sa vyskytuje chronicka
forma priebehu choroby. Transplantat preZiva prvy rok po
transplantacii, moZe viak byt v nasledujtcich rokoch orga-
nizmom odmietany. Dalej je zname, Ze hostitel'sky vzt'ah
transplantatu nie je samotny obmedzeny na odmietanie
hostitelského organizmu; v urgitych pripadoch méZe na-
stupovat’ imunoreakcia proti hostiteI'skému organizmu, vy-
chadzajuca z transplantétu (EP-A-217 206). Rozlisuje sa
teda medzi odmietavou reakciou medzi transplantitom a
hostitelom a medzi hostiteFom a transplantatom.

Dalej je zname, e dochadza k odmietavym reakcidm,
ked’ sa prena3ajii orgény roznych druhov organizmov, na-

priklad z my3i na krysu (Roitt a kol., Immunology, Gower
Medical Publishing Ltd., 1985).

Doteraz nie st zname Ziadne lietiva, ktoré by poskyto-
vali u¢inni ochranu proti hyperakitnej odmietavej reakeii.
Na klinikdch sa doteraz darcovia a prfjemcovia organov
testujit na neznasanlivost. U 20 aZ 40 % pacientov ide pri-
tom o pripad, Ze nemdZu prijat’ darovavany organ. Akutnu
odmietavi reakciu je moZné o3etrovat,, ale pouZivané me-
dikamenty majui pri terapii nefrotoxické vedlajsie u&inky.
Doteraz tieZ nie si zndme Ziadne medikamenty, ktoré by
mohli zachytit’ pdvod chronickych odmietavych reakcii.

Podstatnym patogénnym faktorom zéniku tkaniva pri
transplantite si allofilné a xenofilné protilatky (Auchin-
closs H., Transplantation 46, 1, 1988). Tieto protilatky st
v podstate zodpovedné za odmietanie pri prenosoch orga-
nov v jednom druhu organizmu (allo) alebo medzi dvomi
réznymi druhmi organizmov (xeno).

Podstata vynilezu

Teraz bolo prekvapivo zistené, Ze zligenina vzorca (1)
a jej metabolit, uvedena zlu¢enina 2, maju silntt inhibiciu
tvorby allofilnych alebo xenofilnych protilatok. Tym je u-
moznen¢ (i¢inne odetrovat’ hyperakdtne, akitne a chronické
reakcie prijemcu na transplantovany organ.

PredloZeny vynédlez sa teda tyka pouzitia (4-tri-
fluormetylfenyl) anilidu kyseliny 5-metylizoxazol-4-kar-
boxylovej a amidu kyseliny N-(trifluormetylfenyl)-2-
-kyano-3-hydroxykroténovej a/alebo jeho fyziologicky
prijatelnej soli na vyrobu lietiv na aplik4ciu pri odmieta-
vych reakciach organizmu prijemcu orgdnu na transplanto-
vany orgén.

Vhodné fyziologicky prijatelné soli st napriklad soli
s alkalickymi kovmi, kovmi alkalickych zemin alebo soli
amonne, zahifiajlce tieZ fyziologicky prijatelné organické
amonne bazy.

Pod pojmom orgén sa rozumejui vietky orgény cicav-
cov, obzvlast’ I'udi, napriklad oblitky, srdce, koZa, pede,
pankreas, svaly, kosti, ¢reva alebo Zaladok, ale tieZ krv a-
lebo vlasy.

Pod pojmom odmietavé reakcia sa rozumeji vietky ob-
ranné opatrenia organizmu prijemcu, ktoré veda ku koneg-
nému zéniku buniek alebo tkaniva prenasaného orgénu,
pripadne ktoré ovplyviiujii Zivotaschopnost prenaSaného
organu.

Zlueniny vzorca (1) a (2) sa moZu vyrobit nasleduju-
cim spdsobom:

Nechd sa reagovat’ zlienina vieobecného vzorca (I)

0
i
H c—X 2,
G\

v ktorom znamené X atom halogénu, vyhodne chléru alebo
bréomu, s aminom vzorca (11)

NHZ@CF3 (13)

na zliCeninu vzorca (1), ktord sa potom modZe nechat zrea-
govat' za pritomnosti bazického ¢inidla na zli&eninu vzorca

Q).
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Uvedené reakcie prebichaji za Standardnych podmie-
nok znamym spdsobom (EP-B-13 376, US 4 061 767).

Vychodiskové latky na uvedené reakcie sl zname, ale-
bo sa daja lahko vyrobit pomocou metéd znimych
z literatiry.

PredloZeny vynélez sa dalej tyka lie€iv, ktoré obsahuja
G¢inné mnoZstvo zluéeniny vzorca (1), alebo zlu€eniny
vzorca (2) a/alebo fyziologicky prijatelné soli zluCeniny
vzorca (2), vedla farmaceuticky vhodnych a fyziologicky
prijatelnych nosi¢ov, zriedovacich &inidiel a/alebo inych
u¢innych a pomocnych latok.

Dalej sa predloZeny vynélez tyka tieZ spdsobu vyroby
lie¢iv na aplikaciu pri odmietavych reakciach organizmu
prijemcu orgénu vodi transplantovanému organu, ktorého
podstata spoéiva v tom, Ze sa zlG¢enina vzorca (1) alebo (2)
prevedie s farmaceuticky vhodnym a fyziologicky prijatel-
nym nosiom a pripadne s d'alimi vhodnymi uinnymi,
pridavnymi alebo pomocnymi latkami, na vhodnu aplikac-
nu formu.

Lietiva podl'a predloZzeného vyndlezu sa mdzu apliko-
vat’ oralne, topicky, reaktalne, intravenozne alebo tieZ pa-
renteralne. Aplikdcia sa vykondva pred, v priebehu a po
transplantacii orgdnu u prijemcu a/alebo darcu.

Ako vhodné pevné alebo kvapalné aplika¢né formy je
moZné uviest' napriklad granuléty, draé, prasky, tabletky,
(mikro)kapsuly, ¢apiky, sirupy, 3tavy, suspenzie, emulzie,
kvapky alebo injektovatePné roztoky, ako aj preparaty
s predizenym Gdinkom. Pri ich vyrobe sa pouivaji bezné
pomocné latky, ako s napriklad nosice, naduvadla, spoji-
v4, potahové latky, napudiavacie latky, maziva a mazacie
latky, chutové latky, sladidla alebo latky sprostredkujiice
rozpaitanie. Ako Sasto pouZivané pomocné latky je mozné
uviest’ napriklad uhli¢itan hore¢naty, oxid titanicity, lakto-
Zu, mannit a ostatné cukry, mastenec, mlie¢nu bielkovinu,
Zelatinu, 3kroby, celuldézu a jej derivaty, ZivociSne a rast-
linné oleje, polyetylenglykoly a rozpuit'adld, ako je sterilnd
voda a jednomocné alebo viacmocné alkoholy, napriklad
glycerol.

Vyhodne sa farmaceutické prepardty vyrabaju a apli-
kuju v jednotkach dévky, pri€om kazda jednotka obsahuje
ako aktivnu substanciu uréité mnoZstvo zlufeniny vzorca
(1) alebo (2) a/alebo fyziologicky prijatelnt sol' zlgeniny
2. Pri pevnych jednotkach davky, ako st tabletky, kapsuly
alebo ¢apiky, méZe toto mnoZstvo dosahovat hodnotu az
asi 300 mg, vyhodne viak 10 az 200 mg.

Pre o3etrenie pacientov (70 kg), ktorym bol transplan-
tovany nejaky organ, sa v poCiatotnej faze po transplanté-
cii aplikuje intravendzne v infiziach maximalne 1200 mg
za defi a v neskorgich fazach rehabilitacie sa aplikuje oralne
trikrat 300 mg za defl zlucenina vzorca (1) alebo (2)
a/alebo zodpovedajuce soli zluCeniny vzorca (2).

Podl'a okolnosti je v3ak mozné aplikovat tieZ niZSie a-
lebo vy¥Sie davky. Aplikacia davky sa moéZe vykondvaf
jednym podanim vo forme jedinej jednotky davky, alebo
tiez vo forme vitSicho podtu mensich jednotiek davky, a-
lebo tieZ viacnasobnym poddvanim rozdelenej déavky
v urditych intervaloch.

Nakoniec je tieZ moZné kombinovat zlageninu vzorca
(1) alebo (2) a/alebo zodpovedajucu sol’ zlugeniny vzorca
(2) pri vyrobe uvedenych galenickych aplikaénych foriem
tiey sinymi vhodnymi G¢innymi latkami, napriklad
s antiurikopatikami, latkami potladujucimi agregaciu trom-
bocytov, analgetikami a steroidnymi alebo nesteroidnymi
antiflogistikami.

Priklady uskutoénenia vynilezu

Priklad 1
Farmakologické skusky a vysledky

Krysy (LEW) staré 2 aZ 3 mesiace sa intraperitonealne
(i. p.) senzibilizuji 2.107 Pudskych perifémych krvnych
lymfocytov. Intraperitoneédlna aplikécia zliéeniny vzorca
(2) zatina $tyri dni pred senzibilizaciou a konéi 10 dni po
senzibilizacii krys. Vzorky séra sa odoberaji z chvostovej
Zily a skladuji sa pri teplote -80 °C ; tepelnou aktivaciou sa
vylacia komplementarne funkcie.

Prirodne sa vyskytujuce xenofilné protilatky (nXA) a
senzibiléciou indukované xenofilné protilatky (sXA) sa tit-
ruju a pridaju sa k Fudskym periférnym krvnym lymfocy-
tom (Zivym) (45 minut pri 20 °C). Po intenzivnom premyti
sa prida kozia protilatka proti krysiemu IgG a IgM, ozna-
¢ena FITC a kvantitativne sa stanovuje vizba na sXA alebo
nXA pomocou Flow-cytometrie (FACScan, Becton Dic-
kinson).

A. Nesenzibilizované krysy

Saméie krysy LEW maji vo svojom sére obsiahnuté
nXA, ktoré sa viazu na vitalne T'udské periférne krvné lym-
focyty, a sice s priemernym IgM-titrom 1 : 4 a s priemer-
nym IgG-titrom menSim nez 1 : 1.

Krysy (n = 8), ktorym bolo podavané kazdy deii 10
mg/kg zlu€eniny vzorca (2), maja v 11. dni 30 % redukciu
pri IgG-titri a 50 % redukciu pri IgM-titri.

B. Senzibilizované krysy

Pri senzibilizovanych krysach sa vyskytuje silno zvy-
Sené mnoZstvo sXA. lgG-titer dosahuje 1 : 1024 az
1 : 16384 a IgM-titer dosahuje 1 : 4 aZ 1:256. IgG-titer
zostava po 50 dni stabilny, zatial o Igm-titer po 10. dni
pomaly klesa.

Senzibilizované krysy (n = 5) sa oSetruji 3 a 10 mg/kg
zlGZeniny vzorca (2). 11. deil sa dosiahne nasledujicich
sXA-titrov:

Zlugenina (mg/kg) | [gG IgM
0 1:2048 |1:90
3 1:25 1:16
10 1:1 1:15

Uginok zlugeniny vzorca (2) na tvorbu allofilnych protila-
tok

Samgie krysy Brown-Norway s hmotnostou 200 aZ
250 g sa pouZiju ako darcovia srdca. Srdcia sa transplan-
tuju saméim krysdm Lewis rovnakej hmotnosti. Vietkym
krysam sa podéva Standardna diéta a voda a v okoli sa za-
chovava 12 hodin svetlo a 12 hodin tma.

Krysam (Lewis) sa v defi transplantécie srdca a potom
v odstupe 4 dni odobera vZdy 1 ml krvi z chvostovej Zily.
Titer allofilnych protilatok v krvi tychto krys sa zist'uje tak,
Ze sa rozne zriedenia krvi prijemcov inkubujt so slezino-
vymi bunkami krys darcovskych (Brown-Norway) a krali-
ka. Cytotoxicita sa stanovuje vylu€ovacou metddou Tryp-
tan-Blau. p-hodnota pre protilitky sa stanovuje pomocou
Standard-T-testu v porovnani s neoSetrenymi kontrolnymi
zvieratami.

OgSetrenie zlu€eninou vzorca (2) zatina 4. defi po trans-
plantécii. Aplikuje sa intrapcritoneélne vzdy 10 mg/kg zIG-
Ceniny 2 dvakrat denne. Poget zvierat, ktoré sa sutasne o-



SK 279323 B6

Setruja, je 5. OSetrovanie kongi 17. defi. Nasledujuca ta-
bulka ukazuje priemer hodnot cytotoxicity (%) v priebehu
oSetrovania.

Zriede- Dni po transplantacii p-hodnota
nie krvi 17. dett
0 4 {7 (11 |14 |17
1:5 3 63 |36 |19 |22 (11 (0,001
1:25 3 58 |31 16 |11 6 (0,001
1:125 |4 34 120 9 6 510,050
Priklad 2

Vyroba (4-trifluormetyl) anilidu kyseliny 5-metyl-
izoxazol-4-karboxylovej (zla¢enina vzorca (1))

0
I
HB_{—NH —<C:)>—CF3
’ o\
N\0 CHy

Roztok 0,05 mol chloridu kyseliny S-metylizoxazol-4-
-karboxylovej (7,3 g) v 20 ml acetonitrilu sa pri teplote
miestnosti pridd po kvapkich do roztoku 0,1 mol 4-tri-
fluormetylanilinu (16,1 g) v 150 ml acetonitrilu. Po dvad-
satminltovom mieSani sa vyzraZany hydrochlorid 4-tri-
fluormetylanilinu odsaje, dvakrat sa premyje vzdy 20 ml a-
cetonitrilu a spojené filtrdty sa za zniZeného tlaku zahustia.
Ziska sa takto 12,8 g bieleho krystalického (4-trifluor-
metyl) anilidu kyseliny S-metylizoxazol-4-karboxylovej
(zlutenina 1).

Priklad 3
Vyroba amidu kyseliny N-(4-trifluormetylfenyl)-2-kya-
no-3-hydroxykrotonovej (zlidenina vzorca (2))
0
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Rozpusti sa 0,1 mol (4-trifluormetyl) anilidu kyseliny

5-metylizoxazol-4-karboxylovej v 100 ml metylalkoholu a
pri teplote 10 °C sa zmieSa s roztokom 0,11 mol (4,4 g)
hydroxidu sodného v 100 ml vody. Reakéna zmes sa miea
potas 30 minit a po zriedeni vodou sa okysli koncentrova-
nou kyselinou chlorovodikovu. VyzraZané krystaly sa od-
sajli, premyju sa vodou a na vzduchu sa vysugia. Vytazok
tvori 24,4 g amidu kyseliny N-(4-trifluormetylfenyl)-2-
-kyano-3-hydroxykroténovej (zlacenina 2).
Teplota topenia (z metylalkoholu): 205 - 206 °C.

Priklad 4
Akiitna toxicita po intraperitonealnej aplikacii

Skudka na akutnu toxicitu sa uskuto&iiuje po intraperi-
tonealnej aplikacii testovanej substancie s mySami NMRI
(20 az 25 g) a krysami SD (120 aZ 195 g). Testovana sub-
stancia sa suspenduje v 1 % roztoku natrium-karboxy-
metylceluldzy. Rézne davky testovanej substancie sa apli-
kuju mysiam v objeme 10 ml/kg telesnej hmotnosti a kry-
sém v objeme 5 ml/kg telesnej hmotnosti. Pre davku sa po-
uzije 10 zvierat. Po 3 tyZdiloch sa zistuje akitna toxicita
podl'a metédy Lichfielda a Wilcoxona. Vysledky st zhr-
nuté v nasledujicej tabul’ke:

[ ZlGenina 1 | Zlagenina 2 |

akitna toxicita akutna toxicita

intraperitonedlne | intraperitonealne

LD50 (mg/kg) LD50 (mg/kg)
my%i NMRI | 185 (163 - 210) | (100 - 200)
krysy SD | 170 (153 - 189)

PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie (4-trifluormetyl)anilidu kyseliny S-metyl-
izoxazol-4-karboxylovej vzorca (1)
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a/alebo jej metabolitu, amidu kyseliny N-(4-trifluor-
metylfenyl)-2-kyano-3-hydroxykroténovej vzorca (2)
0
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pri¢om zligenina 2 sa vyskytuje sama osebe, alebo vo for-
me svojej fyziologicky prijateInej soli, na vyrobu lie¢iv na
aplikiciu pri odmietavych reakcidch organizmu prijemcu
organu na transplantovany organ.

2. Pouzitie podl'a naroku 1 na vyrobu lieciv, ktoré sa
aplikuji pred, poéas a/alebo po transplanticii u prijemcu
alebo darcu organu.

3. Pouzitie podl'a naroku 1 alebo 2 na vyrobu liediv na
aplikaciu pri hyperakitnych odmietavych reakciéch orga-
nizmu.

4. Pouzitie podl’a naroku 1 alebo 2 na vyrobu liediv na
aplikaciu pri chronickych odmietavych reakciach orga-
nizmu.

5. Pouzitie podl'a niroku 1 aZ 4 na vyrobu lie€iv na ap-
likaciu pri prenosoch organov z jedného druhu organizmu
na iny druh.

6. Pouzitie podla naroku 1 aZ 5 na vyrobu lie€iv na
zniZenie mnoZstva allofilnych alebo xenofilnych protilatok.

7. Pouzitie podl'a néroku 1 aZ 6 na vyrobu liediv na ap-
likaciu u cicavcov, najmé u 'udi.

Koniec dokumentu
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