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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL TEHNIC

Prezenta inventie se referd la domeniul medicinii, in special la tratamentul bolilor
colestatice sau fibrotice.
CADRUL INVENTIEI

Depunerea anormala si exageratd a matricei extracelulare este semnul distinctiv al tuturor
bolilor fibrotice, inclusiv a fibrozei hepatice, pulmonare, renale sau cardiace. Spectrul organelor
afectate, natura progresiva a procesului fibrotic, numarul mare de persoane afectate si absenta unui
tratament eficient reprezintd o provocare enorma atunci cand se trateaza bolile fibrotice.

In incercarea de a propune noi strategii terapeutice pentru tratamentul bolilor fibrotice,
inventatorii au constatat cd compusul 2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)carbamoil]fenil] etanoat
(Nitazoxanidd sau NTZ), un agent antiprotozoal sintetic, prezintd si proprietiti antifibrotice
puternice. Mai mult, evaluarea NTZ intr-un model de leziuni hepatice a relevat capacitatea sa de a
reduce concentrafia de acid biliar circulant, reflectand astfel potentialul sdu de a trata atat bolile
colestatice (cum ar fi PBC si PSC), cit si bolile fibrotice.

NTZ, descris pentru prima datd in 1975 (Rossignol si Cavier, 1975), s-a dovedit a fi
extrem de eficient impotriva protozoarelor anaerobe, a helmintilor si a unui spectru larg de
microbi, incluzand atat bacteriile anaerobe, cat si bacteriile aerobe (Rossignol si Maisonneuve,
1984; Dubreuil, Houcke si colab., 1996; Megraudd, Occhialini si colab., 1998; Fox si Saravolatz,
2005; Pankuch si Appelbaum, 2006; Finegold, Molitoris si colab., 2009). A fost studiat pentru
prima dati la om pentru tratamentul cestodelor intestinale (Rossignol si Maisonneuve, 1984) si
este acum autorizat in Statele Unite (laboratoare Alinia®, Romark) pentru tratamentul diareei
cauzate de parazifii protozoare Crystosporidium parvum si Giardia intestinalis. NTZ a fost, de
asemenea, comercializat pe scard largd in America Latind si in India, unde este indicat pentru
tratarea unui spectru larg de infectii parazitare intestinale (Hemphill, Mueller si colab., 2006).
Mecanismul de actiune propus prin care NTZ isi exerciti activitatea antiparazitard este prin
inhibarea piruvatului: reactii de transfer de electroni dependente de enzime feredoxin
oxidoreductaza (PFOR), care sunt esentiale pentru metabolismul anaerob (Hoffman, Sisson si
colab., 2007). NTZ prezintd, de asemenea, activitate impotriva Mycobacterium tuberculosis, care
nu posedd un omolog al PFOR, sugerand astfel un mecanism alternativ de actiune. Intr-adevar, s-a
demonstrat cd NTZ poate actiona si ca un decuplator care perturbd potenfialul membranei si
homeostazia pH-ului intra-organism (de Carvalho, Darby si colab., 2011).

Efectele farmacologice ale NTZ nu se limiteaza la activitafile sale antiparazitare si, in
ultimii ani, mai multe studii au aritat cd NTZ poate conferi si activitate antivirald (Di Santo si
Ehrisman, 2014; Rossignol, 2014). NTZ interfercazd cu replicarea virald prin diferite moduri,
inclusiv o blocare a maturizirii proteinelor hemagglutininei (gripale) sau VP7 (rotavirusului) sau
activarii proteinei PKR implicatd in rdspunsul imun inndscut (pentru o revizuire, vezi (Rossignol,
2014)). NTZ s-a aratat, de asemenea, cd are proprietati anticanceroase largi prin interferenta cu
cdile cruciale de semnalizare metabolica si pro-deces (Di Santo si Ehrisman, 2014)

in aceasti inventie, utilizind un test de screening fenotipic pentru a identifica potentiali
agenti antifibrotici, s-a descoperit cd NTZ sau metabolitul siu activ Tizoxanidd (sau TZ)
interfereaza cu activarea celulelor stelate hepatice (HSC), care joacd un rol cheie in dezvoltarca
fibrozei hepatice. Acest efect a fost total neasteptat, avind in vedere proprietitile raportate anterior
pentru aceste molecule. Mai mult, NTZ si TZ s-au dovedit a interfera cu activarea fibroblastelor
stimulate derivate din alte organe, cum ar fi inima, pldminii si intestinele. Proprietitile
antifibrotice ale NTZ au fost confirmate in continuare intr-un model preclinic de boala hepatica
(NASH indusd de dietd CDAACc), prezentand niveluri semnificative reduse de colagen hepatic si
fibroza. In plus fati de activitatea sa antifibrotici, s-a demonstrat ci NTZ reduce concentratia de
acid biliar circulant intr-un model de leziuni hepatice induse de CCl4. NTZ si TZ apar astfel drept
compusi de interes pentru tratamentul bolilor colestatice si a diverselor tipuri de boli fibrotice.
REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la compusul [2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)carbamoil]fenil]
etanoat (Nitazoxanidd) sau metabolitii sdi activi 2-hidroxi-N-(5-nitro-2-tiazolil)benzamida
(Tizoxanidd), sau glucuronidd de Tizoxanidd (TZG), sau o sare acceptabilad farmaceutic a acestora,
pentru utilizare intr-o metodd pentru tratamentul unei boli colestatice sau fibrotice.

Intr-un exemplu particular de realizare, tulburarea fibrotic3 este selectatd in grupul format
din fibroza la ficat, intestin, rinichi, piele, epidermd, endoderma, muschi, tendon, cartilaj, inima4,
pancreas, pliman, uter, sistem nervos, testicul, penis, ovar, glanda suprarenald, arterd, vend, colon,
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intestin (de exemplu, intestin subtire), tract biliar, tesut moale (de exemplu, mediastin sau
retroperitoneu), miduvd osoasd, articulatie, fibrozd oculard si stomacald. Intr-un alt exemplu
particular de realizare, tulburarea fibrotica este selectatd in grupul format din fibroza la ficat,
rinichi, piele, epidermd, endodermd, muschi, tendon, cartilaj, inima, pancreas, plaméan, uter, sistem
nervos, testicul, ovar, glandd suprarenald, arterd, vend, colon, intestin (de exemplu, intestin
subtire), tract biliar, tesut moale (de exemplu, mediastin sau retroperitoneu), maduva o0soasd,
articulatie si stomac. Intr-o altd realizare particular, tulburarea fibroticd este selectatd in grupul
constind din fibroza la ficat, intestin, pldmAn, inim3, rinichi, muschi, piele, tesut moale, maduva
osoasd, fibrozi intestinali si articulard. Intr-un alt exemplu de realizare, tulburarea fibrotici este
selectatd in grupul constind din steatohepatitid nealcoolicd (NASH), fibrozd pulmonari, fibroza
pulmonard idiopatica, fibroza a pielii, fibrozd oculard (cum ar fi fibrozi capsulard), fibroza
endomiocardicd, fibrozd mediastinald, miclofibroza, fibrozd retroperitoneald, fibrozd masiva
progresiva (o complicatie a pneumoconiozei muncitorilor in cirbune), fibroza proliferativa, fibroza
neoplazicd, fibrozd pulmonard consecutivd bolii inflamatorii cronice a cdilor respiratorii (BPOC,
astm, emfizem, pliminul fumitorului, tuberculozi), fibrozd hepaticd indusd de alcool sau
medicamente, cirozd hepaticd, fibrozad hepaticd indusi de infectie, fibrozi indusd de radioterapie
sau chimioterapie, fibrozd sistemicd nefrogend, boala Crohn, colitd ulcerativd, cheloida, infarct
miocardic vechi, sclerodermie / sclerozi sistemicd, artrofibroza, unele forme de capsulitd adeziva,
colangiopatii fibroase cronice precum Colangitd sclerozantd primard (PSC), Colangitd biliara
primard (PBC), atrezic biliard, colestazd intrahepaticd familiald de tip 3 (PFIC3), fibrozd
periimplantativa si azbestoza.

Conform unui exemplu particular de realizare a inventiei, boala colestatici este selectati
in grupul format din colangitd biliard primard (PBC), colangiti sclerozanti primard (PSC),
colestazd intrahepaticd a sarcinii, colestazd intrahepaticd familiald progresivd, atrezie biliard,
colelitiazd, colangitd infectioasd, colangitd asociata cu histiocitoza celulelor Langerhans, sindrom
Alagille, insuficientd ductald nesindromicd, colestaza indusi de medicamente si colestaza asociati
nutritiei parenterale totale. Intr-o concretizare particulari, boala colestatici este PBC.

Conform unui alt aspect, inventia se referd la o compozitie farmaceuticd cuprinzand un
compus selectat dintre NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic de NTZ sau TZ(G),
pentru utilizare intr-o metodd pentru tratarea unei tulburdri colestatice sau fibrotice, in care
respectivul compus (compusii) este (sunt) singurul (ele) ingredient (e) activ (e) din compozitie.

Conform unui alt aspect, inventia se referd la compusul sau compozitia farmaceutici
definitd mai sus, pentru utilizare in tratamentul unei tulburdri fibrotice in combinatie cu cel putin
un agent activ terapeutic cu activitate antifibroticd cunoscutd, selectat dintre pirfenidond sau
inhibitori ai receptorului tirozin kinazei (RTKI), cum ar fi Nintedanib, Sorafenib si alti RTKI, sau
blocante ale receptorilor angiotensinei II (AT1), sau inhibitor CTGF sau orice compus antifibrotic
susceptibil sd interfereze cu cdile activate de TGFf si BMP, inclusiv activatorii complexului TGFf3
latent, cum ar fi MMP2, MMP9, THBS1 sau integrine de suprafat celulard, receptori de TGFf de
tip I (TGFBRI) sau de tip II (TGFBRII) si liganzii lor precam TGFf, Activind, inhibind, Nodal,
hormon anti-Mullerian, GDF sau BMP, co-receptori auxiliari (cunoscut si sub numele de receptori
de tip III), sau componente ale ciii canonice dependente de SMAD, inclusiv proteine SMAD
reglatoare sau inhibitoare, sau membri ai cdilor necanonice sau independente de SMAD, incluzand
diverse ramuri ale semnalizirii MAPK, TAKI, cdi de semnalizare de GTPazd de tip Rho, cdi
fosfatidilinozitol-3 kinazi / AKT, proces EMT indus de TGFp sau cdi de semnalizare Hedgehog
canonice si necanonice, inclusiv liganzi Hh sau gene {intd, sau orice membri ai cdilor WNT sau
Notch care sunt susceptibili sa influenteze semnalizarea de TGFp.

Inventia se referd in plus la compusul sau comporzitia farmaceuticd definitd mai sus,
pentru utilizare in combinatie cu cel pufin un agent activ terapeutic selectat dintre inhibitori JAK /
STAT, alti agenti antiinflamatori si / sau agenti imunosupresori.

Conform unui exemplu particular de realizare, agentul activ terapeutic este selectat dintre
glucocorticoizi, NSAIDS, ciclofosfamidd, nitrozoree, analogi ai acidului folic, analogi ai purinei,
analogi ai pirimidinei, metotrexat, azatioprind, mercaptopurind, ciclosporind, mirocind, tacrolimus,
sirolimus, derivati ai acidului micofenolic, fingolimod si al{i modulatori ai receptorilor sfingozin-
1-fosfat, anticorpi monoclonali si / sau policlonali impotriva unor tinte precum citokinele
proinflamatorii si receptorii citokinici proinflamatori, receptorii celulelor T, integrine.

Inventia se referd in plus la o compozitie farmaceutici cuprinzand

0 NTZ sau o sare acceptabild farmaceutic de NTZ; si
O TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic de TZ(G).

Inventia se referd, de asemenea, la un set de componente care cuprinde:
0 NTZ sau o sare acceptabild farmaceutic de NTZ; si

O TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic de TZ(G).
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Conform unei variante particulare, in fiecare aspect si exemplu de realizare descris aici,
se utilizeazd NTZ sau TZ, sau o sare acceptabild farmaceutic de NTZ sau TZ.
DESCRIEREA FIGURILOR SI TABELELOR
Abrevieri utilizate in figuri, in tabele si in text:
a-SMA: Alfa -actind de muschi neted
BMP: Protecina morfogenetici osoasa
ADNCc: Acid dezoxiribonucleotidic complementar
COL1A1: Colagen, tip 1, Alfa 1
CDAA: Dieta definiti de L-aminoacizi cu deficit de colind
CDAAC: Dietd definitd de L-aminoacizi cu deficit de colini suplimentatd cu colesterol
CHOL: Colesterol
CSAA: Dicta definiti de L-aminoacizi suplimentatd cu colini
CYPA: Ciclofilina A
DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidini
DMSO: Dimetil sulfoxid
ELISA: Test legat de imuno absorbtia enzimelor
EMT: Tranzitia epitelial-mezenchimala
TDT: Ditiotreitol
FBS: Ser fetal bovin
FDA: Administratia pentru alimente si medicamente
GDFEF: Factori de diferentiere a cresterii
Hh: Arici
hHSC: Celule stelate hepatice umane
HSC: Celule stelate hepatice
ICso: Concentratia inhibitoare jumitate maxima
InMyoFib: Miofibroblaste intestinale
MMP2: Matrice metalopeptidaza 2
MMP9: 9. Matrice metalopeptidaza 9
pl: microlitru
NHLF: Fibroblaste pulmonare umane normale
NTZ: Nitazoxanida
PBC: Colangita biliara primara
PBS: Fosfat tampon salin
PSC: Colangita sclerozanti primara
¢gPCR: Reactie in lant cantitativi a polimerazei
pMol: picomoli
rhFGF : Factor de crestere a fibroblastelor umane de bazd recombinant
ARN: Acid ribonucleic
RT: Transcriptaza inversa
SmBM: Mediu bazal de celuld muscular neteda
SteCGS: Supliment de crestere a celulelor stelate
STeCM: Mediu celular stelat
TBA: Acizi biliari totali
TGFp1: Factorul de crestere a tumorii beta 1
TGFBRI: Receptor TGFb tip 1.
TGFBRII: Receptor TGFb tip 11
THBS1: Trombospondini 1
TMB: Tetrametilbenzidina
TZ: Tizoxanida
TZG: Glucuronid de tizoxanidi
TZ(G): TZ sau TZG
Figura 1. Nitazoxanida si metabolitul siu Tizoxanida inhibd expresia indusi de TGFf1 a
proteinei ¢-SMA in HSC umane
HSC lipsite de ser au fost preincubate timp de 1 ord cu NTZ (A) sau TZ (B) inainte de
activare cu citokina profibrogend TGFB1 (1ng / ml). Dupi 48 de ore de incubatie, expresia de o-
SMA a fost misuratd prin ELISA. Valorile obtinute au fost transformate in inhibare procentuala
peste controlul TGFB1. Datele sunt prezentate ca medie (triplicate) + deviatie standard (SD).
Analizele statistice au fost efectuate prin ANOVA unidirectional, urmate de teste post-hoc
Bonferroni, utilizand software-ul Sigma Plot 11.0. [*:p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (in
comparatie cu grupul TGFB1 1ng / ml)]. Potrivirea curbei si calculul concentratiei inhibitorii
jumatate maxime (ICso) au fost efectuate cu software-ul XLFit 5.3.1.3.
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Figura 2. Nitazoxanida si metabolitul siu Tizoxanida reduc transcrierile COL1A1 in HSC
uman indus de TGFB1

HSC lipsite de ser au fost preincubate timp de 1 ord cu NTZ (A) sau TZ (B) inainte de
activare cu TGFB1 (Ing / ml). Dupa 24 de ore de incubatie, expresia de COL1A1 a fost mdsurati
prin RT-qPCR. Valorile expresiei au fost transformate in inductie de de n-ori fatd de controlul
TGFp1. Datele sunt prezentate ca medie (triplicate) + deviatie standard (SD). Analizele statistice
au fost efectuate dprin ANOVA unidirectional, urmate de teste post-hoc Bonferroni, utilizand
software-ul Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (in comparatie cu grupul
TGFpB1 Ing/ml)].

Figura 3: NTZ (A) sau TZ (B) inhiba expresia indusi de TFGf1 a proteinei ¢-SMA in HSC
de sobolan.

NTZ (A) sau TZ (B) au fost addugate 1a HSC de sobolan lipsit de ser ({tHSC) cu 1 ord
inainte de activare cu TGFB1 (3ng / ml). Dupd 48 de ore de incubatie, expresia de a-SMA a fost
misuratd prin ELISA. Valorile obtinute au fost transformate in inhibare procentuald fatd de
controlul TGFp1. Datele sunt prezentate ca medie (triplicate) + deviatie standard (SD). Analizele
statistice au fost efectuate prin ANOVA unidirectional, urmate de teste post-hoc Bonferroni,
utilizand software-ul Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (in comparatie cu
grupul TGFB1 3ng / ml)].

Figura 4: NTZ(A) sau TZ(B) inhibd expresia indusi de TFGB1 a proteinei g-SMA in
fibroblastele pulmonare umane.

NTZ (A) sau TZ (B) au fost addugate 1a fibroblastele pulmonare lipsite de ser (NHLF) cu
1 ord inainte de activare cu TGFB1 (Ing / ml). Dupa 48 de ore de incubatie, expresia de a-SMA a
fost misuratd prin ELISA. Valorile obtinute au fost transformate in inhibare procentuald fatd de
controlul TGFp1. Datele sunt prezentate ca medie (triplicate) + deviatie standard (SD). Analizele
statistice au fost efectuate prin ANOVA unidirectional, urmate de teste post-hoc Bonferroni,
utilizand software-ul Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (in comparatie cu
grupul TGFB1 Ing / ml)].

Figura 5: NTZ (A) sau TZ (B) inhiba expresia indusd de TFGf1 a proteinei g-SMA in
fibroblastele cardiace umane.

NTZ (A) sau TZ (B) au fost addugate la fibroblaste cardiace lipsite de ser (NHCF) cu 1
ord inainte de activare cu TGFB1 (3ng / ml). Dupi 48 de ore de incubatie, expresia de a-SMA a
fost misuratd prin ELISA. Valorile obtinute au fost transformate in inhibare procentuald fatd de
controlul TGFp1. Datele sunt prezentate ca medie (triplicate) + deviatie standard (SD). Analizele
statistice au fost efectuate prin ANOVA unidirectional, urmate de teste post-hoc Bonferroni,
utilizand software-ul Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (in comparatie cu
grupul TGFB1 3ng / ml)].

Figura 6: NTZ (A) sau TZ (B) inhiba expresia indusd de TFGf1 a proteinei g-SMA in
fibroblastele intestinale umani.

NTZ (A) sau TZ (B) au fost addugate la fibroblaste intestinale lipsite de ser (InMyoFib)
cu 1 ord inainte de activarea cu TGFB1 (3ng / ml). Dupa 48 de ore de incubatie, expresia de o-
SMA a fost masuratd prin ELISA. Valorile obtinute au fost transformate in inhibare procentuala
fatd de controlul TGFB1. Datele sunt prezentate ca medie (triplicate) + deviatie standard (SD).
Analizele statistice au fost efectuate prin ANOVA unidirectional, urmate de teste post-hoc
Bonferroni, utilizand software-ul Sigma Plot 11.0. [*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 (in
comparatie cu grupul TGFB1 3ng / ml)].

Figura 7: Administrarea cronicii orald de Nitazoxanidi (10 mg / kg / zi) previne stocarea
colagenului indusa de CDAA in ficatul soarecilor CS7BI/ 6J.

Soareci C57BL / 6 In varsti de 6 sdptdmani au fost hraniti cu o dietd de control (CSAA),
dietd CDAA + 1% CHOL (CDAAC) sau dietd CDAAc suplimentatd cu NTZ 10 mg / kg / zi timp
de 12 sdptdmani. Dupd sacrificiu, s-a determinat confinutul de colagen hepatic. Datele sunt
prezentate ca medie + deviatie standard (SD). Analizele statistice au fost efectuate de un test t
student folosind software-ul Sigma Plot 11.0: CSAA vs CDAAc (#: p <0,05; ##: p <0,01; ##H: p
<0,001) si CDAAc vs NTZ 10 mg / kg / zi (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).

Figura 8: Administrarea cronici orali de Nitazoxanidd (10 mg / kg / zi) previne fibroza
indusii de dieti CDAAc in ficatul soarecilor CS7BI/ 6J.

Soareci C57BL / 6 In varsti de 6 sdptdmani au fost hraniti cu o dietd de control (CSAA),
dietd CDAACc sau dietd CDAAc suplimentatd cu NTZ 10 mg / kg / zi timp de 12 sdptimani. Dupa
sacrificiu, a fost determinati zona fibrozei hepatice. Datele sunt prezentate ca medie + deviatie
standard (SD). Analizele statistice au fost efectuate printr-un test t student utilizand software-ul
Sigma Plot 11.0: CSAA vs CDAAc (#: p <0,05; ##: p <0,01; ###: p <0,001) si CDAAc vs NTZ 10
mg / kg / zi (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).
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Figura 9: Administrarea cronici orala de Nitazoxanidid previne nivelurile de concentratie
circulantd de TBA induse de CCI4.

Sobolani de 250-275g au fost injectati intraperitoneal cu ulei de mdsline (grupul ctrl) sau
cu CCl4 emulsionat in ulei de masline (CCl4: ulei de misline 1: 2 v / v, concentratie finald de
CCl4: 2 ml / kg) de doud ori pe saptimani timp de 3 sdptimani. Concomitent, grupul injectat cu
ulei de misline a fost plasat pe dieta de control, in timp ce grupurile injectate cu CCl4 au fost
plasate pe dieta de control sau dieta suplimentatd cu NTZ 10 mg / kg / zi sau 30 mg / kg / zi. Dupa
sacrificiu, s-a determinat concentrafia circulantd de TBA. Datele sunt prezentate ca medie +
deviatie standard (SD). Analizele statistice au fost efectuate printr-un test t student. folosind
software-ul Sigma Plot 11.0: Ulei de mésline vs CCl4 (#: p <0,05; ##: p <0,01; ###: p <0,001) si
CCl4 vs NTZ (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

In partea experimentald a prezentei cereri, se arati ci respectiv compusii [2 -[(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)carbamoil]fenil] etanoat (Nitazoxanidd) si 2-hidroxi-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamidi
(Tizoxanidd) au proprietifi anti-fibrotice in mai multe modele de fibroza. Mai mult, se arati ca
NTZ sau metabolitul siu activ TZ au capacitatea de a preveni aparitia nivelurilor modificate de
acizi biliari circulanfi intr-un model de leziuni hepatice, aritind capacitatea lui NTZ si TZ de a
trata bolile colestatice. In consecintd, prezenta inventie se referd la noi utilizdri terapeutice ale
compusului NTZ sau al unui metabolit activ al acestuia, cum ar fi TZ sau TZG.

In special, prezenta inventie se referd la compusul NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild
farmaceutic a lui NTZ sau TZ(G), pentru utilizare intr-o metodd pentru tratamentul unei tulburéri
colestatice sau fibrotice. Inventia se referd, de asemenea, la 0 compozitie farmaceuticd cuprinzand
NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora, pentru utilizare intr-o metoda
pentru tratamentul unei tulburdri colestatice sau fibrotice. Mai mult, inventia se referd la utilizarea
de NTZ sau TZ(G), sau a unei siri acceptabile farmaceutic a acestora, pentru fabricarea unui
medicament util pentru tratamentul unei tulburdri colestatice sau fibrotice. Inventia se referd, de
asemenea, la o compozitie farmaceuticd cuprinzind NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestora. Compozitia farmaceutici conform inventiei este utild pentru tratarea unei
tulburdri colestatice sau fibrotice.

Desi agentii cauzali sau evenimentele inifiative ale tulburdrilor fibrotice sunt destul de
diverse si patogeneza lor este variabild, o caracteristicd comuna in tesuturile afectate este prezenta
unui numdr mare de fibroblaste activate numite miofibroblaste ((Rosenbloom, Mendoza si
colab., 2013)). Stimulul fibrotic, cum ar fi TGFf1, poate induce diferentierea fibroblastelor la
miofibroblaste (Leask si Abraham, 2004; Leask, 2007). Miofibroblastele sunt fibroblaste
metabolice si morfologice distincte a cdror activare si proliferare joacd un rol cheie in dezvoltarea
raspunsului fibrotic. Mai mult, aceste miofibroblaste prezintd functii biologice unice, inclusiv
expresia proteinelor implicate in formarea matricei extracelulare, cum ar fi diferite forme de
colagen, fibronectind si alte proteine ECM. Inducerea expresiei actinei musculare netede o (o-
SMA) este un semn distinctiv recunoscut al fibroblastului de repaus la diferenfierea activatd a
miofibroblastelor si poate fi utilizata ca citire fiziologica pentru a evalua potenta medicamentelor
care interfereaza cu procesul fibrotic. Factorii B de crestere tumorald si, in special, factorul de
crestere tumorald beta 1 (TGFB1) sunt semnale fiziologice recunoscute care induc transformarea
fenotipica a fibroblastelor in miofibroblaste profibrotice care exprimi niveluri ridicate de a-SMA
si niveluri ridicate de proteine ale matricei extracelulare, care sunt apoi secretate si formeaza
tesutul cicatricial fibrotic.

Mai mult, se stie cd proliferarea si activarea fibroblastelor sunt responsabile pentru
producerea mai multor componente ale tesutului conjunctiv (de exemplu, colageni, elastind,
proteoglicani si hialuronan) care constituie matricea extracelulard (Kendall si Feghali-Bostwick,
2014) .

In mod neasteptat, NTZ, dar si metabolitul sdu activ TZ, dezviluie proprietiti
antifibrotice, deoarece acesti compusi au redus in mod dependent nivelul dozei de o-SMA in
celulele stelate hepatice induse de TGFP si in fibroblastele primare din alte organe. Mai mult,
tratamentul cu NTZ sau TZ a reprimat si expresia colagenului (Collal) in HSC de sobolan activat
TGFp, ceea ce confirma proprietitile antifibrotice ale ambelor molecule. Activitatea antifibrotica a
lui NTZ sau a metabolitului siu TZ a fost, de asemenea, demonstrati in vivo folosind un model de
fibroza hepaticd indusd de CDAAc, in care au fost exemplificate confinutul redus de colagen
hepatic si zona de fibrozi diminuatd. Mai mult, in modelul de leziuni hepatice indus de CCl4, s-a
aratat cd NTZ, sau metabolitul sdu activ TZ, ar putea preveni inducerea nivelurilor de acid biliar
circulante, care reprezintd un marker al bolilor colestatice.

NTZ, TZ si TZG care urmeaza sa fie utilizate conform inventiei au urmitoarea formuld
(D), dI) si respectiv (III):
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NTZ si TZ erau cunoscuti pentru activitdtile lor antiparazitare si antivirale, dar stadiul
tehnicii nu prezintd cd NTZ, TZ si TZG au efecte anticolestatice si anti-fibrotice.

Inventatorii au demonstrat intr-un mod nou i inventiv ci acesti compusi au un efect
terapeutic in tratamentul colestazei sau fibrozei.

In consecintd, inventia se referd la compusul NTZ sau TZ(G) sau la o sare acceptabild
farmaceutic de NTZ sau TZ(G), pentru utilizare intr-o metodd pentru tratamentul unei tulburari
colestatice sau fibrotice.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la NTZ sau TZ(G), sau la o sare acceptabild
farmaceutic de NTZ sau TZ(G), pentru utilizare in inhibarea proliferdrii si / sau activarii
fibroblastelor. Dupd cum se stie in domeniu, fibroblastele sunt responsabile pentru producerea
fibrelor de colagen sau a altor componente ale fesutului conjunctiv al matricei extracelulare.

Conform prezentei inventii, termenii ,,fibrozad”, ,boala fibroticd”, ,,tulburare fibrotica” si
declindrile acestora denotd o stare patologicd a depunerii excesive a tesutului conjunctiv fibros
intr-un organ sau tesut. Mai precis, fibroza este un proces patologic, care include o formare de
cicatrice fibroticd persistentd si o supraproductic a matricei extracelulare de citre tesutul
conjunctiv, ca raspuns la deteriorarea tesutului. Fiziologic, depunerea tesutului conjunctiv poate
distruge arhitectura si functia organului sau a fesutului subiacent.

Conform prezentei inventii, fibroza sau tulburarea fibroticd poate fi asociatd cu orice
fibroz4 de organ sau tesut. Exemple ilustrative, nelimitative, de fibroza organica particulard includ
fibroza la ficat, intestin, rinichi, piele, epidermd, endoderm, muschi, tendon, cartilaj, inim4,
pancreas, pliman, uter, sistem nervos, testicul, penis, ovar, glanda suprarenald, arterd, vend, colon,
intestin (de exemplu, intestin subtire), tract biliar, tesut moale (de exemplu, mediastin sau
retroperitoneu), miduva osoasd, fibroza articulard sau stomacald, in special fibroza la ficat, rinichi,
piele, epidermd, endoderm, muschi, tendon, cartilaj, inim4, pancreas, plaman, uter, sistem nervos,
testicul, ovar, glanda suprarenald, arterd, vend, colon, intestin (de exemplu, intestin subtire), tract
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biliar, fesut moale (de exemplu mediastin sau retroperitoneu), maduva osoasd, fibroza articulard
sau stomacala.

Conform prezentei inventii, termenii ,,colestazd” sau ,,boald colestaticd” sau ,,tulburare
colestaticd” si declindrile acestora denotd o afectiune patologica definitd de o scidere a fluxului
biliar datoritd secretiei afectate de citre hepatocite sau obstructiei fluxului biliar prin ciile biliare
intra- sau extra-hepatice. Prin urmare, definitia clinicd a colestazei este orice afectiune in care sunt
refinute substantele excretate in mod normal in bila.

Intr-un exemplu particular de realizare, tulburarea fibroticd este selectati din grupul
constind din fibroza la ficat, intestin, pldman, inimd, rinichi, muschi, piele, tesut moale (de
exemplu, mediastin sau retroperitoneu), maduva osoasd, intestin si fibroza articulard (de exemplu,
la genunchi, umdr sau alte articulatii).

Intr-un exemplu particular de realizare, tulburarea fibroticd este selectatd din grupul
constind din fibroza hepaticd, pulmonara, cutanatd, renala si intestinala.

Intr-o variantd mai preferata a prezentei inventii, tulburarea fibrotica tratata este selectatd
in grupul constind din urmdtoarea listd neexhaustivd a tulburdrilor fibrotice: steatohepatitd
nealcoolicd (NASH), fibrozi pulmonard, fibrozd pulmonard idiopatica, fibroza cutanati, fibroza
oculard, fibrozd endomiocardicd, fibrozd mediastinald, miclofibrozd, fibrozad retroperitoneald,
fibrozd masiva progresivd (o complicatic a pneumoconiozei muncitorilor din cdrbune), fibroza
proliferativa, fibrozd neoplazica, fibroza pulmonard consecutiva bolii inflamatorii cronice a cdilor
respiratorii (BPOC, astm, emfizem, plamanul fumitorului, tuberculoza), fibrozai hepatica indusi de
alcool sau medicamente, ciroza hepaticd, fibroza hepatica indusa de infectie, fibroza indusi de
radiatii sau chimioterapie, fibroza sistemicd nefrogend, boala Crohn, colitd ulcerativi, keloid,
infarct miocardic vechi, sclerodermie / sclerozi sistemicd, artrofibroza, unele forme de capsulitd
adeziva, colangiopatii cronice fibroase precum colangitd sclerozantd primard (PSC) si colangiti
biliard primard (PBC), atrezie biliard, colestazi intrahepaticd familiala de tip 3 (PFIC3), fibroza
periimplantativa si azbestoza.

Conform unei concretiziri particulare a inventiei, boala colestestaticd este selectati din
grupul format din colangita biliard primard (PBC), colangita sclerozanti primara (PSC), colestaza
intrahepaticd a sarcinii, colestazad intrahepaticd familiald progresiva, atrezie biliard, colelitiazi,
colangitd infectioasd, colangita asociatd cu histiocitoza celulelor Langerhans, sindromul Alagille,
insuficientd ductald nesindromicd, colestazi indusd de medicamente si colestazi asociatd nutrifiei
parenterale totale. Intr-o realizare preferatd, boala colestatica este PBC sau PSC, in special PBC.

Termenul . tratament" sau ,tratare" se referd la tratamentul curativ sau preventiv al unei
tulburdri colestatice sau fibrotice la un subiect care are nevoie de aceasta. Tratamentul implicd
administrarea compusului, in special cuprins intr-o compozitie farmaceutica, unui subiect care are
o tulburare declaratd, adica unui pacient, pentru a vindeca, Intarzia, inversa sau incetini progresia
tulburarii, imbunititind astfel starea subiectului. Un tratament poate fi administrat, de asemenea,
unui subiect sdnitos sau cu risc de a dezvolta o tulburare colestatici sau fibroticd, pentru a preveni
sau a intarzia tulburarea.

Prin urmare, conform inventiei, tratamentul unei tulburdri fibrotice implicd administrarea
de NTZ sau TZ(G), sau a unei siri acceptabile farmaceutic a acestora, sau a unei compozitii
farmaceutice care le contine, la un subiect care are o tulburare declaratd pentru a vindeca, intarzia,
inversa sau incetini progresia tulburdrii, imbunitatind astfel starea pacientului, sau la un subiect
sdndtos, 1n special un subiect care prezintd riscul de a dezvolta o tulburare colestatica sau fibrotica.

Subiectul care trebuie tratat este un mamifer, de preferin{d un om. Subiectul care urmeaza
a fi tratat conform inventiei poate fi selectat pe baza mai multor criterii asociate bolilor colestatice
sau fibrotice, cum ar fi tratamentele medicamentoase anterioare, patologiile asociate, genotipul,
expunerea la factori de risc, infectia virald, precum si pe baza detectarea oricdrui biomarker
relevant care poate fi evaluat prin metode imagistice si metode imunologice, biochimice,
enzimatice, chimice sau de detectare a acidului nucleic.

Sinteza de NTZ sau TZ poate fi realizatd, de exemplu, asa cum este descris de Rossignol
st Cavier, 1975, sau prin orice alt mod de sintezd cunoscut de o persoand de specialitate in
domeniu. TZG poate fi sintetizat, de exemplu, conform modului de sintezd cunoscut in domeniu,
cum ar fi in Wadouachi 2011. S'agit-il de A Wadouachi, J Kovensky, Synthesis of Glycosides of
Glucuronic, Galacturonic and Mannuronic Acids: An Overview, Molecules, 2011, 16 (5), 3933-
3968.

Intr-un exemplu particular de realizare, tratamentul unei tulburdri colestatice sau fibrotice
poate cuprinde administrarea unei combinafii de NTZ si TZ(G), sau de o sare acceptabild
farmaceutic de NTZ si TZ(G). Conform unei variante a acestui exemplu de realizare, atit NTZ cét
st TZ(G) sunt cuprinse impreund intr-o singurd compozitie.
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Intr-o alta varianta a acestui exemplu de realizare, NTZ si TZ(G) sunt pentru administrare
simultand, secventiald sau separati in terapie, prin urmare fiind posibil incluse in diferite
compozitii. In cazul administririi secventiale, NTZ poate fi administrat inainte de administrarea de
TZ(G), sau TZ(G) poate fi administrat inainte de administrarea de NTZ. Ca atare, inventia se
referd, de asemeneca, la un set de componente cuprinzind (i) NTZ sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, sau o compozitic farmaceuticd cuprinzind NTZ sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia; si (i) TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, sau o
compozitie farmaceuticd cuprinzind TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pentru
administrare simultand, secventiald sau separata.

NTZ sau TZ(G) pot fi formulate ca siruri acceptabile farmaceutic, in special siruri acide
sau bazice compatibile cu utilizarea farmaceuticd. Sirurile de NTZ si TZ(G) includ siruri de aditie
acida acceptabile farmaceutic, saruri de aditie bazice acceptabile farmaceutic, siruri metalice
acceptabile farmaceutic, sdruri de amoniu si amoniu alchilat. Aceste séruri pot fi obtinute in timpul
etapei finale de purificare a compusului sau prin incorporarea sirii in compusul purificat anterior.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceuticd cuprinzand un
compus selectat dintre NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic de NTZ sau TZ(G),
pentru utilizare intr-o metodd de tratament a unei boli colestatice sau fibrotice.

Comporzitia farmaceuticd cuprinzind NTZ sau TZ(G), in special pentru utilizare intr-o
metodd pentru tratamentul unei tulburdri colestatice sau fibrotice, poate cuprinde, de asemenea,
unul sau mai multi excipien{i sau vehicule acceptabile farmaceutic (de exemplu, solutii saline,
solutii fiziologice, solutii izotonice, etc., compatibile cu utilizarea farmaceutica si bine cunoscute
de catre un specialist in domeniu).

Aceste compozitii pot cuprinde, de asemenea, unul sau mai multi agenti sau vehicule alesi
dintre dispersanti, solubilizatori, stabilizatori, conservanti, etc. Agentii sau vehicule utile pentru
aceste formuldri (lichide si/sau injectabile si/sau solide) sund indeosebi metilceluloza,
hidroximetilcelulozd, carboximetilcelulozi, polisorbat 80, manitol, gelatind, lactozd, uleiuri
vegetale, acacia, lipozomi etc.

Aceste compozitii pot fi formulate sub forma de suspensii injectabile, siropuri, geluri,
uleiuri, unguente, pastile, tablete, supozitoare, pulberi, capsule de gel, capsule, aerosoli etc.,
eventual prin intermediul unor forme galenice sau dispozitive care asigurd o eliberare prelungita /
sau lentd. Pentru acest tip de formuldri, pot fi utilizati in mod avantajos agenfi precum celuloza,
carbonati sau amidon.

NTZ sau TZ(G) pot fi administrate pe cii diferite si sub diferite forme. De exemplu,
compusul (compusii) se poate (pot) administra printr-un mod sistemic, per os, parenteral, prin
inhalare, prin pulverizare nazald, prin instilatie nazald sau prin injectie, cum ar fi, de exemplu,
intravenos, pe cale intramusculard, pe cale subcutanati, pe cale transdermicd, pe cale topici, pe
cale intra-arteriala etc.

Desigur, calea de administrare va fi adaptatd la forma de NTZ sau TZ(G), conform
procedurilor bine cunoscute de cétre specialistii in domeniu.

Intr-un exemplu particular de realizare, compusul este formulat ca o tableti. Intr-o alti
realizare particulard, compusul este administrat oral.

NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora, se administreazi intr-o
cantitate eficienta terapeutic. in contextul inventiei, termenul ,.cantitate eficientd" se referd la o
cantitate de compus suficientd pentru a produce efectul terapeutic dorit.

Frecventa si / sau doza relativa la administrare pot fi adaptate de citre un specialist in
domeniu, in functie de pacient, patologie, forma de administrare etc. De obicei, NTZ sau TZ(G)
pot fi administrate pentru tratamentul unei boli colestatice sau fibrotice 1a o dozi cuprinsd intre
0,01 mg / zi pand 1a 4000 mg / zi, cum ar fi de la 50 mg / zi la 2000 mg / zi, cum ar fi de la 100 mg
/ zi 1a 2000 mg / zi; si in special, de la 100 mg / zi la 1000 mg / zi. Intr-o varianti particulari, NTZ,
TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora, se¢ administreaza la o doza de aproximativ
1000 mg / zi (adicd la o dozd de 900 pani la 1100 mg / zi), in special la 1000 mg /zi. intr-o
variantd particulard, NTZ, TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora, se administreaza
pe cale orald la o doza de aproximativ 1000 mg / zi, in special 1la 1000 mg / zi, in special sub formd
de tabletd. Administrarea poate fi efectuatd zilnic sau chiar de mai multe ori pe zi, daci este
necesar. Intr-un exemplu de realizare, compusul este administrat cel putin o dati pe zi, cum ar fi o
datd pe zi, de doudl ori pe zi, sau de trei ori pe zi. Intr-o varianti particulard, compusul este
administrat o dati sau de doud ori pe zi. In special, administrarea orali poate fi efectuati o dati pe
7i, in timpul unei mese, de exemplu in timpul micului dejun, pranzului sau cinei, prin
administrarea unei tablete care contine compusul la 0 dozd de aproximativ 1000 mg, in special la o
doza de 1000 mg. Intr-un alt exemplu de realizare, o tableti este administrati oral de doud ori pe
zi, cum ar fi prin administrarea unui prim comprimat care cuprinde compusul la o dozi de
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aproximativ 500 mg (adicd la o doza de 450 pand 1a 550 mg), in special la o dozi de 500 mg, in
timpul unei mese, si administrarea unui al doilea comprimat cuprinzind compusul la o doza de
aproximativ 500 mg, in special 1a o dozad de 500 mg, in timpul unei alte mese, in aceeasi zi.

In mod adecvat, durata tratamentului cu NTZ, TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestora este de cel putin 1 sdptimand, in special pentru cel putin 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20
sau 24 siptimini sau mai mult. In special, durata tratamentului cu NTZ, TZ(G) sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora este de cel putin 1 an, 2 ani, 3 ani, 4 ani sau cel pufin 5 ani.

Intr-un exemplu de realizare particular, inventia se referd la tratamentul unei boli
colestatice sau fibrotice, In special fibroza hepaticd, mai ales fibroza hepaticd consecutivi NASH,
la un pacient care are nevoie de aceasta, cuprinzand administrarea pacientului mentionat o
cantitate eficientd terapeutic de NTZ sau TZ(G) sau a unei siri acceptabile farmaceutic de NTZ
sau TZ(G), in special administrarea de NTZ la o dozd de 1000 mg / zi, in special prin
administrarea unei tablete care contine 500 mg NTZ de doud ori pe zi, in special in timpul a doud
mese diferite.

Intr-un exemplu de realizare particular, inventia se referd la NTZ sau TZ(G) sau la o sare
acceptabild farmaceutic de NTZ sau TZ(G) pentru utilizare in tratamentul unei boli colestatice sau
fibrotice, in combinatie cu cel pufin un alt agent terapeutic activ cu activitate antifibrotic
cunoscutd. Conform unei variante a acestui exemplu de realizare, NTZ sau TZ(G) pot fi combinate
cu orice compus antifibrotic, cum ar fi pirfenidona sau inhibitori ai receptorului tirozin kinazei
(RTKI), cum ar fi Nintedanib, sorafenib si al{i RTKI, sau blocanti ai receptorilor angiotensinei II
(AT1), sau inhibitor CTGF sau orice compus antifibrotic susceptibil si interfereze cu ciile activate
de TGFpB si BMP, inclusiv activatori ai complexului latent TGFf, cum ar fi MMP2, MMP9,
THBS]1 sau integrine de suprafatd celulard, receptori TGFp tip I (TGFBRI) sau tip II (TGFBRII) si
liganzii acestora, cum ar fi TGFp, Activind, inhibini, Nodal, hormon anti-Mullerian, GDF sau
BMP, co-receptori auxiliari (cunoscuti si ca receptori de tip III) sau componente ale ciii canonice
dependente de SMAD, inclusiv proteine SMAD inhibitoare sau de reglare, sau membri ai cdilor
necanonice sau independente de SMAD, incluzand diferite ramuri ale semnalizidrii MAPK, TAK1,
cai de semnalizare GTPazi de tip Rho, cdi fosfatidilinozitol-3 kinazd / AKT, proces EMT indus de
TGFp, sau cii de semnalizare Hedgehog canonice si necanonice incluzind liganzi Hh sau gene
fintd, sau orice membri ai WNT, sau cii Notch care sunt susceptibile si influenteze semnalizarea
TGFp.

Astfel, inventia se referd, de asemenea, la o comporzitie farmaceuticd cuprinzand un
compus selectat dintre NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic de NTZ sau de TZ(G),
in combinatie cu cel pufin un agent terapeutic activ cu activitate antifibroticd cunoscutd, selectat
dintre pirfenidond sau inhibitori ai receptorului tirozin kinazei (RTKI), cum ar fi Nintedanib,
sorafenib si al{i RTKI, sau blocanti ai receptorilor angiotensinei II (AT1) sau inhibitori CTGF sau
compus antifibrotic susceptibil si interfereze cu ciile TGFB si BMP, inclusiv activatorii ai
complexului TGFp latent, cum ar fi MMP2, MMP9, THBS1 sau integrine de suprafati celulara,
receptorii TGFp de tip I (TGFBRI) sau de tip II (TGFBRII) si liganzii acestora, cum ar fi TGFp,
Activind, inhibind, Nodal, hormon anti-Mullerian, GDF sau BMP, co-receptori auxiliari (cunoscuti
si ca receptori de tip III), sau componente ale cdii canonice dependente de SMAD, inclusiv
proteine SMAD reglatoare sau inhibitoare, sau membri ai cdilor necanonice sau independente de
SMAD, incluzind diferite ramuri ale semnalizarii MAPK, TAK1, cii de semnalizare GTPaza de
tip Rho, cii fosfatidilinozitol-3 kinazi / AKT, proces EMT indus de TGFp, sau cii de semnalizare
Hedgehog canonice si necanonice incluzand liganzi Hh sau gene tintd, sau orice membri ai WNT,
sau cii Notch, care sunt susceptibili sd influenteze semnalizarea TGFp, pentru utilizare intr-o
metoda pentru tratarea unei tulburari fibrotice.

Intr-un alt exemplu de realizare particular, alte clase de molecule care ar putea fi
combinate, de asemenea, cu NTZ sau TZ(G) includ inhibitori JAK / STAT sau alfi agenfi
antiinflamatori si / sau imunosupresori. O listd neexhaustivd a acestor agenti include, dar nu se
limiteaza la glucocorticoizi, NSAIDS, ciclofosfamid3, nitrozuree, analogi ai acidului folic, analogi
ai purinei, analogi ai pirimidinei, metotrexat, azatioprind, mercaptopurind, ciclosporind, miriocind,
tacrolimus, sirolimus, derivati de acid micofenolic, fingolimod si al{i modulatori ai receptorilor
sfingozin-1-fosfat, anticorpi monoclonali si / sau policlonali impotriva unor tinte precum
citokinele proinflamatorii si receptorii citokinici proinflamatori, receptorii celulelor T, integrine.
Alte clase de molecule care ar putea fi combinate, de asemenea, cu NTZ sau TZ(G) includ
molecule care ar putea spori potential expunerea sau efectul NTZ sau TZ(G).

Intr-un alt exemplu de realizare particular, inventia se referd la o combinatie de NTZ,
TZ(G) sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora cu cel putin un alt agent activ terapeutic cu
activitate antifibroticd cunoscutd, sau cu inhibitori JAK / STAT, sau alti antiinflamatori si / sau
agenti imunosupresori. Combinatia poate fi sub forma unei singure compozitii farmaceutice
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cuprinzand diferitele ingrediente active, inclusiv NTZ, TZ(G), sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestora. Intr-o variantd, combinatia este un set de componente care contin NTZ, TZ(G) sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora si un alt ingredient activ, cum ar fi un alt agent anti-fibrotic, un
inhibitor JAK / STAT sau un alt antiinflamator sau agent imunosupresor. Setul respectiv de
componente poate fi pentru administrare simultand, separatd sau secventiald pentru tratamentul
unei tulburdri colestatice sau fibrotice.

Intr-un alt exemplu de realizare, compusul NTZ sau TZ(G), sau o combinatiec de NTZ si
TZ(G), este administrat ca unic ingredient activ. In consecintd, inventia se referd, de asemenea, la
o compozitie farmaceuticd cuprinzind un compus selectat dintre NTZ sau TZ(G), sau o sare
acceptabild farmaceutic de NTZ sau de TZ(G), sau un amestec al acestora, pentru utilizare intr-o
metodd pentru tratarea unei tulburdri colestatice sau fibrotice, In care compusul (compusii)
mentionat (i) este (sunt) singurul ingredient activ in compozitie.

Intr-un alt exemplu de realizare, prezenta inventie dezviluie tratamentul bolilor
colestatice sau fibrotice care cuprind administrareca de NTZ sau TZ(G), sau o sare acceptabild
farmaceutic de NTZ sau TZ(G), in special sub forma unei compozifii farmaceutice care contine
NTZ sau TZ.

Intr-un alt aspect, dezvaluirea se referd la un set de componente care cuprinde:

0 Nitazoxanid3 sau o sare acceptabild farmaceutic a Nitazoxanidei; si
O Tizoxanida sau o sare acceptabild farmaceutic a Tizoxanidei.

Compusii din trusa de componente ale dezvaluirii sunt administrati simultan, separat sau
secvential pentru tratamentul unei tulburari fibrotice.

Intr-un alt exemplu de realizare, inventia dezviluie tratamentul unei boli colestactice si /
sau fibrotice care cuprinde administrarea de doud ori pe zi, la un pacient care are nevoie de
aceasta, avand o boald colestatici sau fibroticd (in special unui pacient cu NASH sau unui pacient
cu fibroza hepaticd), a unui comprimat care contine 500 mg de NTZ, in special in timpul unei
mese (cum ar fi in timpul micului dejun, pranzului sau cinei).

Inventia este descrisd in continuare cu referire la urmdtoarele exemple nelimitative.
EXEMPLE
Materiale si metode

Compusii au fost dizolvati in dimetil sulfoxid (DMSO, Fluka cat # 41640). Nitazoxanida
(INTERCHIM cat # RQS550U) si Tizoxanida (INTERCHIM cat # RP253) au fost obtinute
comercial.

Cultura de hHSC

Celulele stelate hepatice primare umane (hHSC) (Innoprot) au fost cultivate in mediu
STeCM (ScienCell cat # 5301) care a fost suplimentatd cu 2% ser fetal bovin (FBS, ScienCell cat
# 0010), 1% penicilind / streptomicind (ScienCell cat # 0503) si supliment de crestere a celulelor
stelate (SteCGS; ScienCell cat# 5352). Baloanele de culturd celulard au fost acoperite cu poli-L
lizind (Sigma cat # P4707) pentru o mai buni aderenta.

Activarea de hHSC cu TGF-B1

Celulele stelate hepatice primare umane (hHSC) (Innoprot) au fost cultivate in conditii
standard, asa cum s-a descris mai sus. Celulele au fost ulterior placate la o densitate de 7 x
10* celule / godeu in plici cu 24 de godeuri pentru studii de expresie genicd, si la o densitate de 2 x
10* celule / godeu in plici cu 96 de godeuri pentru misurarea a-SMA prin ELISA. A doua zi,
mediul de culturd celulard a fost indepartat si celulele au fost spdlate cu PBS (Invitrogen cat #
14190). hHSC au fost private timp de 24 de ore in mediu fird ser si fard SteCGS. Pentru
tratamentele cu NTZ sau TZ, hHSC lipsit de ser a fost preincubat timp de 1 ord cu compusii, urmat
de addugarea stimulilor profibrogeni TGFB1 (PeproTech cat# 100-21, Ing / ml) in ser si mediu
fara SteCGS pentru o perioadd suplimentara de 24 sau 48 de ore (momentul in timp este indicat in
legendele figurii). La sfarsitul tratamentului, celulele au fost spalate cu PBS (Invitrogen, cat #
14190) inainte de addugarea a 50 pl de tampon de liza (reactiv MT CelLyticTM; Sigma # C3228).
Plicile au fost apoi incubate timp de 30 de minute pe gheata folosind un agitator de plici, inainte
de depozitare la -20 ° C.

Activarea de HSC de sobolan cu TGFp1:

Celulele stelate hepatice primare de sobolan (rtHSC) (Innoprot) au fost cultivate in mediu
STeCM (ScienCell cat# 5301) care a fost suplimentatd cu 2% ser fetal bovin (FBS, ScienCell cat#
0010), 1% penicilind / streptomicind (ScienCell cat# 0503) si supliment de crestere a celulelor
stelate (SteCGS; ScienCell cat# 5352). Pentru experimentele de activare cu TGFB1, rHSC au fost
placate la o densitate de 10x10° celule pe godeu in plici cu 96 de godeuri. A doua zi, mediul de
culturd celulara a fost indepartat si celulele au fost spélate cu PBS (Invitrogen cat# 14190). rHSC
au fost private timp de 24 de ore in mediu fara ser si fard SteCGS. Pentru tratamentele cu NTZ sau
TZ, rHSC lipsit de ser a fost preincubat timp de 1 ord cu compusii, urmat de addugarea stimulilor
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profibrogeni TGFB1 (PeproTech cat# 100-21, 3ng / mL) in mediu fara ser si fard SteCGS pentru o
perioadd suplimentard de 48 de ore. La sfarsitul tratamentului, celulele au fost spalate cu PBS
(Invitrogen, cat # 14190) inainte de adidugarea a 50 pl de tampon de lizd (reactiv MT CelLyticTM;
Sigma # C3228). Plicile au fost apoi incubate timp de 30 de minute pe gheatd folosind un agitator
de placi, inainte de depozitare la -20 ° C.

Activarea de NHLF cu TGFp1

Fibroblastele pulmonare umane normale (NHLF) (Lonza) au fost cultivate in mediu bazal
de fibroblaste (FBM) (Lonza cat # CC-3131) care a fost completat cu kitul FGM-2 SingleQuots™
(Lonza cat # CC-3132). Mediul complet contine 2% ser fetal bovin. Pentru experimentele de
activare cu TGFB1, NHLF au fost placate la o densitate de 5x10° celule pe godeu in plici cu 96 de
godeuri. A doua zi, mediul de culturd celulard a fost indepartat si celulele au fost spilate cu PBS
(Invitrogen cat # 14190). NHLF au fost private timp de 24 de ore in mediu far3 ser, fara insulinj si
fard rhFGF-B. Pentru tratamentele cu NTZ sau TZ, NHLF lipsit de ser a fost preincubat timp de 1
ord cu compusii, urmat de addugarea stimulilor profibrogeni TGFB1 (PeproTech cat# 100-21, 1ng
/ ml) in ser, fard insulind si mediu fird thFGF-B pentru o perioada suplimentara de 48 de ore. La
sfarsitul tratamentului, celulele au fost spdlate cu PBS (Invitrogen, cat # 14190) inainte de
addugarea a 50 pl de tampon de lizd (reactiv MT CelLyticTM; Sigma # C3228). Plicile au fost
apoi incubate timp de 30 de minute pe gheata folosind un agitator de plici, inainte de depozitare la
-20° C.

Activarea de NHCF-V cu TGFp1:

Fibroblastele cardiace umane normale (ventriculul) (NHCF-V) (Lonza) au fost izolate din
tesutul normal al inimii adulte. Celulele au fost cultivate in Fibroblast Basal Medium (FBM)
(Lonza cat # CC-3131) care a fost suplimentat cu trusa FGM™-3 BulletKit™ (Lonza cat # CC-
4525). Mediul complet contine 10% ser bovin fetal. Pentru experimentele de activare cu TGFf1,
NHCF-V au fost placate la o densitate de 6x10° celule pe godeu in plici cu 96 de godeuri. A doua
zi, mediul de cultura celulard a fost indepartat si celulele au fost spalate cu PBS (Invitrogen cat #
14190). NHCF au fost private timp de 24 de ore in mediu fira ser, fard insulind si fird rhFGF-B.
Pentru tratamentele cu NTZ sau TZ, NHCF lipsit de ser a fost preincubat timp de 1 ord cu
compusii, urmat de addugarea stimulului profibrogen TGFB1 (PeproTech cat# 100-21, 3ng / ml) in
ser, fard insulind si mediu fard thFGF-B pentru o perioadi suplimentara de 48 de ore. La sfarsitul
tratamentului, celulele au fost spalate cu PBS (Invitrogen, cat # 14190) inainte de addugarea a 50
ul de tampon de 1iza (reactiv MT CelLyticTM; Sigma # C3228). Plicile au fost apoi incubate timp
de 30 de minute pe gheatd folosind un agitator de plici, inainte de depozitare la -20 ° C.

Activarea de InMyoFib cu TGFp1:

Miofibroblastele intestinalie umane (InMyoFib) (Lonza) au fost cultivate in mediu bazal
cu celule musculare netede (SmBM-2TM) (Lonza cat# CC-3181) care a fost completat cu
SmGMTM-2 BulletKit TM (Lonza cat# CC-4149). Mediul complet confine 5% ser fetal bovin.
Pentru experimentele de activare cu TGFB1, inMyoFib au fost placate la o densitate de
10x10? celule pe godeu in plici cu 96 de godeuri. A doua zi, mediul de culturd celulari a fost
indepdrtat si celulele au fost spalate cu PBS (Invitrogen cat # 14190). InMyoFib au fost private
timp de 24 de ore n mediu fard ser, insulind si rthFGF-B. Pentru tratamentele cu NTZ sau TZ,
InMyoFib lipsit de ser a fost preincubat timp de 1 ord cu compusii, urmat de addugarea stimulilor
profibrogeni TGFB1 (PeproTech cat# 100-21, 3ng / ml) in ser, fara insulind si mediu fard thFGF-B
pentru o perioadd suplimentard de 48 de ore. La sfarsitul tratamentului, celulele au fost spilate cu
PBS (Invitrogen, cat # 14190) inainte de addugarea a 50 pl de tampon de lizd (reactiv MT
CelLyticTM; Sigma # (C3228). Plicile au fost apoi incubate timp de 30 de minute pe gheati
folosind un agitator de plici, inainte de depozitare la -20 ° C.
u-SMA ELISA

Nivelul de a-SMA a fost misurat folosind un ELISA Sandwich. Pe scurt, godeurile unei
placi ELISA au fost acoperite mai intii cu anticorpul de capturd (anti-ACTA2 monoclonal de
soarece, Abnova) la 4 © C peste noapte. Dupa 3 spildri in PBS + 0,2% Tween 20, s-a addugat o
solutie de blocare constind din PBS + 0,2% BSA timp de o ord, urmati de un alt ciclu de spilare.
Lizatele celulare au fost transferate in godeuri pentru legarea la anticorpul de capturd pentru o
perioadd de 2 ore la temperatura camerei. Dupi procedura de spilare, anticorpul de detectare (anti-
ACTA2 monoclonal de soarece biotinilat, Abnova) a fost addugat timp de 2 ore la temperatura
camerei, urmat de 3 spdliri. Pentru detectare, a fost aplicatd mai intdi o Streptavidind conjugata cu
HRP (R&D Systems cat # DY 998) timp de 30 de minute la temperatura camerei. Dupa spalare, s-a
addugat substratul HRP TMB (BD, # 555214) si s-a incubat timp de 7 minute la temperatura
camerei in Intuneric. La oxidare, TMB formeaza un produs de reactie albastru solubil in apd, care
devine galben cu adiugarea de acid sulfuric (oprirea solutiei), permitind mdsurarea precisd a
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intensititii 1a 450 nm folosind un spectrofotometru. Culoarea dezvoltata este direct proportionala
cu cantitatea de a-SMA prezentd in lizat.
Expresia genelor

ARN-ul total a fost izolat folosind ARN-ul Nucleospin® 96 (Macherey Nagel) urmand
instructiunile producdtorului. ARN-ul total (500ng pentru probe in vitro) a fost transcris invers in
ADNc utilizand M-MLV RT (Transcriptaza inversd a virusului leucemiei murinice Moloney)
(Invitrogen cat # 28025) in tampon 1X RT (Invitrogen), ImM DTT (Invitrogen), 0,18 mM dNTPs
(Promega), 200ng pdN6 ( Amersham) si 30U de inhibitor de RNazad (Promega).

PCR cantitativa a fost apoi realizata utilizand sistemul MyiQ monocolor in timp real de
detectare PCR (Biorad). Pe scurt, reactiile PCR au fost efectuate in format 96-WP in 25 ul din
volumul total contindnd 1pl de reactie de transcripfie inversd, 0,5l de primeri invers si inainte (10
pmol fiecare) si 12,5 pl de 2X iQ SYBR Green Supermix (BioRad, 1725006CUST). Secventele
primerilor sunt prezentate in tabelul 1
Tabelul 1: Primeri umani

{Denumire primer gSecven;i G'->3)

36B4 inainte . CATGCTCAACATCTCCCCCTTCTCC
{(ID SECV NR. 1)
36B4 invers . GGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAG

{(ID SECV NR. 2)
COLIAI inainte | AGGCGAACAAGGTGACAGAG
{(ID SECV NR. 3)
COLIAl invers | GCCAGGAGAACCAGCAGAG
(SECV ID NR. 4)

Nivelurile de expresie au fost normalizate folosind expresia genei 36B4 ca referinta in
probele umane.

Pentru fiecare gend, curbele standard au fost trasate selectand cele mai bune puncte (cel
putin trei puncte) pentru a avea eficienta reactiei PCR aproape de 100% si un coeficient de
corelatie apropiat de 1. Nivelurile de expresie au fost determinate folosind ecuatia curbei standard
pentru ambele gena menajului si gena tintd (ludnd in considerare eficienta PCR specifica fiecdrei
gene {intd).

Evaluarea de NTZ intr-un model cronic de fibroza hepatica indusia de dieta CDAAc

Efectul antifibrotic al NTZ a fost evaluat intr-un model murin de fibrozd hepatici
experimentald indusd de dietd CDAAc. Soarecii C57BL / 6 in varstd de 6 sdptimani au fost hraniti
timp de 12 sdptdmani cu o dietd martor (CSAA), dieth CDAAc sau dietd CDAAc suplimentatd cu
NTZ 10 mg / kg / zi timp de 12 sdptdmani.

Greutatea corporald si aportul de alimente au fost monitorizate de doud ori pe sdptdmana.
In ultima zi de tratament, soarecii au fost sacrificati dupd o perioadd de post de 6 ore. Ficatul a fost
rapid excizat pentru studii biochimice si histologice.

Toate procedurile la animale au fost efectuate conform protocoalelor standard si in
conformitate cu recomanddrile standard pentru ingrijirea si utilizarea corespunzitoare a animalelor
de laborator.

Evaluarea de NTZ in modelul de leziuni hepatice induse de CCl4

Efectul antifibrotic al NTZ a fost evaluat intr-un model de sobolan cu leziuni hepatice
induse de CCl4.

OFA S; Sobolanii Dawley (greutatea corporald initiald 250-275g) au fost randomizati in
functie de greutatea lor corporald in 4 grupuri si tratafi timp de 3 sdptimani. Sobolanii au fost
injectafi intraperitoneal cu ulei de masline (grupul ctrl) sau cu CCl4 emulsionat in ulei de misline
(CCl4: ulei de misline 1: 2 v / v, concentratie finald de CCl4: 2 ml / kg) de doud ori pe sdptdmana.
Concomitent, grupul injectat cu ulei de masline a fost plasat pe dieta de control, in timp ce
grupurile injectate cu CCl4 au fost plasate pe dieta de control sau dieta suplimentatd cu NTZ. Au
fost preparate 2 regimuri care confin NTZ, corespunzitor unei expuneri de 10 sau 30 mg / kg / zi.
In ultima zi de tratament, sobolanii au fost sacrificati dupa o perioada de 6 ore de post. Probele de
sange au fost colectate si serul a fost izolat pentru analize biochimice.

Evaluarea de NTZ in modelul DDC al colestazei:
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Soarecii C57BL / 6 vor fi hriniti timp de 8 sdptdmani o dietd suplimentata cu 0,1% DDC
sau 0,1% dietd suplimentatd cu DDC care contine NTZ 100 mg / kg / zi sau o dieta standard pentru
soareci (Ssniff). In ultima zi de tratament, soarecii vor fi sacrificati dupi o perioada de post de 6
ore. Probele de sange vor fi prelevate pentru analize biochimice, iar ficatul va fi rapid excizat
pentru studii biochimice si histologice.

Evaluarea de NTZ intr-un model de fibroza hepatici indusa de CCl4

Soareci C57BL / 6 de 9 saptdmani vor fi pusi pe dietd de control sau dietd suplimentata cu
NTZ timp de 6 sdptimani. Se vor pregiti 2 regimuri care contin NTZ corespunzitor unei expuneri
de NTZ de 30 sau 100 mg / kg / zi. Concomitent, si pentru durata totald de 6 sdptiméani, soarecii
vor fi tratati de 3 ori pe sdptdmani cu CCl4 dizolvat in ulei de masline sau vehicul prin gavaj oral.
Cantitatea de CCl4 va fi crescuti progresiv de la 0,875 ml / kg la 2,5 ml / kg. In ultima zi de
tratament, soarecii vor fi sacrificati dupd o perioadd de post de 6 ore. Probele de sange vor fi
colectate pentru analize biochimice ale serului. Ficatul va fi rapid excizat pentru studii biochimice,
histologice si de expresie.

Histologie
Incorporarea si sectionarea tesuturilor:

Feliile de ficat au fost fixate mai intai timp de 12 ore intr-o solutic de 4% formalina.
Bucitile de ficat au fost apoi spalate 30 de minute in PBS si deshidratate in solutii de etanol (bai
succesive la 70, 80, 95 si 100% etanol). Bucitile de ficat au fost incubate in trei bdi diferite de
xilen (Sigma-Aldrich cat# 534056), urmate de doud bdi in parafind lichidi (56 ° C). Bucitile de
ficat au fost apoi introduse in stative care au fost umplute usor cu Histowax® pentru a acoperi
complet tesutul.

Blocurile de parafind care confin bucdtile de tesut au fost indepdrtate din stative si
depozitate 1a temperatura camerei. Blocurile de ficat au fost tiiate in felii de 3 pm.

Colorare rosie Picrosirius

Sectiunile hepatice au fost deparafinizate, rehidratate si incubate timp de 15 minute intr-o
solutie de Fast Green FCF 0,1% (Sigma-Aldrich, cat # F7258) inainte de clitire intr-o baie de acid
acetic 0,5% (Panreac, cat # 131008.1611). Sectiunile hepatice au fost clatite in apa si incubate timp
de 30 de minute intr-o solutie de 0,1% rosu sirius (Direct Red 80, Fluka cat # 43665) in acid picric
apos saturat (Sigma-Aldrich cat # P6744). Sectiunile hepatice au fost in cele din urma deshidratate
si montate folosind mediul CV Mount (Leica, cat # 14046430011).

Examindri histologice

Identitatea specimenului de ficat a fost orbitd de examinator. Diapozitive virtuale au fost
generate folosind scanerul Pannoramic 250 de la 3D Histech. Folosind software-ul Quant Center
(3D Histech, inclusiv modulele Pattern Quant si Histo Quant), au fost cuantificate zonele colorate
cu colagen. Pe scurt, Pattern Quant a fost utilizat pentru a detecta structura tesutului relevant si
pentru a masura suprafata. Apoi, Histo Quant a fost utilizat pentru a detecta continutul de colagen
colorat si pentru masurarea suprafetei totale si a procentelor, pe baza unei metode de prag de
culoare. Zona fibrozei a fost exprimata ca procent de suprafata de colagen pe intregul tesut.
Maisurarea continutului de colagen hepatic

Continutul de colagen hepatic a fost determinat folosind kitul QuickZyme adecvat (Testul
total de colagen, cat # QZB-totcol2). Testul se bazeazi pe detectarea hidroxiprolinei, care este un
aminoacid neproteinogen care se¢ giseste in principal in spirala tripld a colagenului. Astfel,
hidroxiprolina din hidrolizatele tisulare pot fi utilizate ca misurd directd a cantitdtii de colagen
prezent in tesut (fird discriminare intre procolagen, colagen matur si produsi de degradare a
colagenului).

Este necesard hidroliza completd a probelor de tesut in HCI 6M la 95 ° C inainte de
dozarea hidroxiprolinei. Testul are ca rezultat generarea unui cromogen cu o absorbanti maxima la
570 nm. Rezultatele sunt exprimate ca mg de colagen / g de ficat.

Evaluarea de NTZ in modelul BDL

Ligarea chirurgicald a cilor biliare va fi efectuati la sobolani pentru a induce o colestaza
extrahepatica si ulterior fibroza hepaticd. Dupa o perioadd de recuperare de 2 sdptiméani, animalele
vor fi tratate cu NTZ la 30 sau 100 mg / kg / zi timp de una sau doud sdptimani. in ultima zi de
tratament, soarecii vor fi sacrificati dupd o perioadd de post de 6 ore. Probele de sange vor fi
colectate pentru analize biochimice ale serului. Ficatul va fi rapid excizat pentru studii biochimice,
histologice si de expresie.

Maisurarea concentratiei plasmatice a acizilor biliari totali

Concentratia plasmatica a acizilor biliari totali (TBA) a fost determinatd folosind kitul
Randox adecvat pentru analizorul automat Daytona (Randox, cat # BI 3863). In prezenta de Thio-
NAD, enzima 3-a hidroxisteroid dehidrogenazi (3-o HSD) transformd acizii biliari in 3-ceto
steroizi si Thio-NADH. Reactia este reversibila si 3-o HSD poate converti 3-cetosteroizi si Thio-
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NADFH-in acizi biliari si Thio-NAD. In prezenta excesului de NADH, ciclul enzimei are loc in
mod eficient §i rata de formare de Thio-NADH este determinatd prin masurarea modificdrii
specifice a absorbantei 1a 405 nm. Rezultatele sunt exprimate in pmol / 1.

Rezultate §i concluzii:

Persistenta anormald a miofibroblastelor diferentiate este o caracteristicA a multor boli
fibrotice. Dupa leziuni hepatice, HSC in repaus suferd un proces de activare care se caracterizeazi
printr-o diferentiere in miofibroblaste pozitive (a-SMA). In incercarea de a gisi noi molecule
antifibrotice, o bibliotecd de medicamente aprobate de FDA a fost selectatd fenotipic intr-un model
de HSC uman activat cu citokina profibrogend TGFB1. Nivelurile de a-SMA, un semn distinctiv al
leziunilor fibrotice, au fost utilizate pentru a evalua potenta medicamentelor pentru a interfera cu
procesul fibrotic. Campania de screening a condus la identificarea nitazoxanidei (NTZ), care a
redus in functie de doza nivelul de a-SMA in HSC induse TGFp. In general, NTZ a prezentat un
ICso cuprins intre 0,1 si 3uM (Fig. 1A). Deoarece se stic cA NTZ este hidrolizatd rapid intr-un
metabolit activ tizoxanidd (TZ) (Broekhuysen, Stockis si colab., 2000), acest metabolit a fost
evaluat, de asemenea, pentru activitatea sa antifibroticd in HSC. TZ a prezentat un profil similar cu
medicamentul pdrinte cu un 1Cso cuprins intre 0,1 si 3uM (Fig. 1B). Alfi markeri ai stimularii
TGFp au fost redusi de ambii compusi, inclusiv matricea extracelulari de colagen 1A1 (COL1A1)
(Fig.2). Analizele de toxicitate au confirmat cd nivelurile reduse de o-SMA nu s-au datorat
toxicitatii sau apoptozei de HSC (datele nu sunt prezentate).

NTZ si TZ au redus, de asemenea, nivelurile de a-SMA in HSC activat TGFp derivat de
la sobolan (Fig.3). In plus, potentialul antifibrotic al NTZ si TZ a fost extins la fibroblaste derivate
din alte tesuturi, inclusiv fibroblaste pulmonare umane normale (NHLF) (Fig.4), fibroblaste
cardiace umane normale (Fig.5) si miofibroblaste intestinale umane (InMyoFib) (Fig.6). In toate
aceste modele de fibrozd, NTZ si TZ au prezentat efecte antifibrotice semnificative la o
concentratie de 1uM.

Eficacitatea lui NTZ in vivo a fost evaluatid intr-un model experimental de fibrozi
hepatica indusi de dieta colesterolului CDAA. Administrarea orald cronicd de Nitazoxanidd 10 mg
/ kg / zi a demonstrat proprietiti antifibrotice reflectate de un confinut de colagen hepatic
semnificativ mai mic (Fig. 7) si a redus zona fibrozei hepatice prin examen histologic (Fig. 8).

In modelul in vivo de leziune hepaticd indusd de CCly, NTZ a prevenit cresterea
patologica a concentratiei circulante de TBA (Fig 09), care este un marker asociat cu colestaza
(Chang 2013).

In concluzie, solicitantul a constatat activititi antifibrotice si anticolestatice neasteptate
pentru agentul antiparazitar NTZ. Aceste rezultate demonstreaza cd NTZ si / sau metabolitul sdu
activ TZ pot oferi beneficii terapeutice in bolile colestatice si in mai multe tipuri de boli fibrotice.
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LISTA SECVENTELOR
<110> GENFIT

<120> METODE DE TRATAMENT PENTRU BOLILE COLESTATICE SI FIBROTICE
<130> B2223PC00

<160> 4

<170> Brevet in versiunea 3.3

<210> 1
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> primer

<400> 1
25 catgcteaac atctcecect tetee

<210> 2
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> primer

<400> 2
25 gggaaggtgt aatccgtcte cacag

<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> primer

<400> 3
20 aggcgaacaa ggtgacagag

<210> 4
<211> 19
<212> ADN

<213> artificial
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<220>

<223> primer

<400> 4
19 gccaggagaa ccagcagag

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e P.PATRICK BASU ET AL: "Effects of triple-drug therapy with nitazoxanide, high-dose
ribavirin and peginterferon-[alpha]-2a in patients with chronic hepatitis C",
HEPATOLOGY RESEARCH, vol. 43, no. 6, 11 December 2012 (2012-12-11), pages
589-595, XP055302495, NL ISSN: 1386-6346, DOI: 10.1111/hepr.12013

e  WO-A2-2007/081974

e KORBA ET AL: "Nitazoxanide, tizoxanide and other thiazolides are potent inhibitors of
hepatitis B virus and hepatitis C virus replication”, ANTIVIRAL RESEARCH,
ELSEVIER BV, NL, vol. 77, no. 1, 1 January 2008 (2008-01-01), pages 56-63,
XP022405848, ISSN: 0166-3542, DOI: 10.1016/J.ANTIVIRAL.2007.08.005

(57) Revendicari;

1. Compus selectat in grupul format din Nitazoxanidd (NTZ), Tizoxanidd (TZ) si
glucuronidd Tizoxanidd (TZG) si o sare acceptabild farmaceutic de NTZ, TZ sau TZG, pentru
utilizare intr-o metoda pentru tratamentul unei tulburari colestatice sau fibrotice.

2. Compus pentru utilizare conform revendicarii 1, care este selectat in grupul constind din
NTZ si TZ si o sare acceptabila farmaceutic de NTZ sau TZ.

3. Compus pentru utilizare conform revendicirii 1 sau 2, cuprins intr-o compozitie
farmaceutic.

4. Compus pentru utilizare conform oricireia dintre revendicarile 1 la 3, in care tulburarea
fibroticd este selectatd in grupul constind din fibrozi la ficat, intestin, rinichi, picle, epiderma,
endoderm, muschi, tendon, cartilaj, inimd, pancreas, plaman, uter, sistem nervos, testicul, penis,
ovar, glanda suprarenald, arterd, vend, colon, intestin (de exemplu intestin subtire), tract biliar,
tesut moale (de exemplu, mediastin sau retroperitoneu), maduva osoasd, articulatie, ochi si stomac.

5. Compus pentru utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1 la 4, in care tulburarea
fibroticd este sclectatd in grupul constind din fibrozad la ficat, intestin, pliman, inimd, rinichi,
muschi, piele, tesut moale, mdduva osoasd, fibroza intestinald si articulara.

6. Compus pentru utilizare conform oricireia dintre revendicarile 1 1a 5, in care tulburarea
fibroticd este selectatd din grupul constind din steatohepatitd nealcoolicd (NASH), fibrozd
pulmonard, fibroza pulmonara idiopaticd, fibroza a pielii, fibroza oculard, fibroza endomiocardica,
fibrozd mediastinald, miclofibroza, fibrozi retroperitoneald, fibroza masiva progresiva, fibroza
proliferativa, fibrozd neoplazica, fibroza pulmonard consecutiva bolii inflamatorii cronice a cdilor
respiratorii (BPOC, astm, emfizem, pldmanul fumdtorului, tuberculoza), fibroza hepatici indusa de
alcool sau medicamente, ciroza hepaticd, fibroza hepatica indusa de infectie, fibroza indusi de
radioterapie sau chimioterapie, fibroza sistemicad nefrogend, boala Crohn, coliti ulcerativd, cheloid,
infarct miocardic vechi, sclerodermie / scleroza sistemicd, artrofibrozi, unele forme de capsulitd
adeziva, colangiopatii fibroase cronice precum Colangitd sclerozantd primard (PSC), Colangitd
biliard primard (PBC), atrezie biliard, colestazd intrahepaticd familiald de tip 3 (PFIC3), fibroza
periimplantativa si azbestoza.

7. Compus pentru utilizare conform oricireia dintre revendicirile 1 1a 3, in care tulburarea
colestaticd este sclectatd in grupul constind din colangitd biliard primard (PBC), colangitd
sclerozantd primard (PSC), colestaza intrahepaticd a sarcinii, colestaza intrahepaticd progresiva
familiald, atrezie biliard, colelitiaza, colangitd infectioasd, colangiti asociatd cu histiocitoza
celulelor Langerhans, sindrom Alagille, insuficientd ductald nesindromicd, colestaza indusi de
medicamente si colestazi asociati nutritiei parenterale totale.

8. Compus pentru utilizare conform revendicdrii 7, in care tulburarea colestatica este PBC.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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