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Sloutenina majici vzorec I nebo jeji farmaceuticky piijatelna
stil nebo jeji prolégivo je imunomoduladni &inidlo a je
uZitetna pfi 16¢b& restendzy a imunnich a autoimunnich
nemoci. RovnéZ jsou popsany kompozice inhibujici rakovinu,
fungélni riist, restendzu, postransplantadni rejekcei tkdné a
imunitni a autoimunitni nemoci a zpaisob inhibice rakoviny,
fungalniho rdstu, restendzy, postransplantaéni rejekce tkang a
imunitnich a autoimunitnich nemoci u savcil, s minimainimi

vedlejsimi Géinky.
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Analogy rapamycinu obsahujici tetrazol se zkracenymi poloasy

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka novych chemickych slou€enin majicich imunomodulaéni
aktivitu a syntetickych meziproduktli pouzitelnych k pfipravé novych slouéenin a
zejména makrolidovych imunomodulatord. Zejména se vynalez tyka

semisyntetickych analogl rapamycinu, zplsobl jejich pfipravy, farmaceutickych

prostiedkll které obsahuji takové slou€eniny a zpUsobl IéCby, které je vyuzivaji.

Dosavadni stav techniky

Sloucenina cyklosporin (cyklosporin A) nalezla od svého zavedeni do oblasti
transplantaci organl a imunomodulace Siroké pouziti a pfinesla podstatné zvyseni
Gspésnosti transplantacnich postupl. Nedavno bylo objeveno nékolik tfid
makrocyklickych slou€enin, které maji silnou imunomodulacni aktivitu. Okuhara a kol.
v Evropské patentové prihlaSce &. 184 162, publikované 11. 6. 1986, popisuje fadu
makrocyklickych slouéenin izolovanych z rodu Streptomyces, zahrnujich
imunosupresivum FK-506, 23-¢lenny makrocyklicky lakton, ktery byl izolovan

z kmene S. tsukubaensis.

Dalsi pfibuzné pfirozené produkty, jako jsou FR-900520 a FR 900523, které se liSi
od FK-506 v alkylovém substituentu v poloze C-21, byly izolovany z S. hygroscopicus
yakushimnaensis. Dal$i analog, FR-900525 produkovany S. 'tsukL/baensis,'se liSi od
F K§506 v nadhradé ¢asti pipekolinové kyseliny prolinovou skupinou. Neuspokoj'ivé

| vedlejsi ucinky spojené s cyklosporinem a FK-506, jako je nefrotoxicita, vedou -

k nepfetrzittmu vyzkumu imunosupresivnich sloucenin majicich zlepSenou G&innost
a bezpecnost, zahrnujicich imunosupresivni €inidlo, které je ucinné topicky, ale

nelginné systémove (U.S. patent €. 5 457 111).

Rapamycin je makrocyklické trienové antibiotikum produkované Streptomyces
hygroscopicus, o kterém bylo zji§téno, ze ma antifungélni G¢innost, zejména proti
Candida albicans, jak in vitro, tak in vivo (C. Vezina a kol., J. Antibiot. 1975, 28, 721;

|
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S.N.Sehgal a kol., J. Antibiot. 1975, 28, 727; H. A. Baker a kol., J. Antibiot. 1978, 31,
539; U.S. patent €. 3929 992; a U.S. patent 3 993 749).

H%42

CHy

Rapamycin

Bylo ukéazano, ze rapamycin samotny (U.S. patent 4 885 171) nebo v kombinaci

s picibanilem (U.S. patent €. 4 401 653) ma protirakovinovou uéinnost. V roce 1977
bylo uvedeno, ze je také Gcinny jako imunosupresor v experimentalnim modelu
alergické encefalomyelitidy, modelu nasobné skler6zy; v modelu adjuvantni artritidy,
modelu revmatické artritidy; a bylo rovnéz ukazano, ze je udinny inhibovat tvorbu
protilatek podobnych IgE (R. Martel a kol., Can. J. Physiol. Phérmaco/., 1977, 55,
48).

Imunosupresivni Ucinky rapamycinu jsou rovnéz popsany v FASEB 1989, 3, 3411,
stejne jako byla popsana jeho schopnost prodluzovat Zivotnost transplantovanych
organu u histoinkompatibilnich hlodavcli (R. Morris, Med. Sci. Res., 1989, 17, 877).
Schopnost rapamycinu inhibovat aktivaci T-bunék byla popsana M. Strauchem
(FASEB, 1989, 3, 3411). Pfehled o téchto a jinych biologickych G¢incich rapamycinu
je uveden v Transplantation Reviews, 1992, 6, 39-87).

O derivatech monoestert a diester rapamycinu (esterifikace v poloze 31 a 42) se
uvadi, Ze jsou uzitetné jako antifungalni ¢inidla (J.S. patent ¢. 4 316 885) a jako ve

vodé rozpustna proléciva rapamycinu (U.S. patent 4 650 803).
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Fermentace a Cisténi rapamycinu a 30-demethoxy rapamycinu jsou popsany

v literature (C. Vezina a kol. J. Antibiot. (Tokyo), 1975, 28(10), 721; S. N. Sehgal a
kol. J. Antibiot. (Tokyo), 1975, 28 (10), 727; 1983, 36(4), 351; N. L. Pavia a kol, J.
Natural Products, 1991, 54(1), 167-177).

Byla zkousena rada chemickych modifikaci rapamycinu. Tyto modifikace zahrnuji
pripravu mono- a diesterovych derivati rapamycinu (WO 92/05179), 27-oximd
rapamycinu (EP 467606); 42-oxo analogti rapamycinu (U.S. patent &. 5 023 262);
bicyklickych rapamycinti (U.S. patent €. 5 120 725); dimerd rapamycinu (U.S. patent
¢. 5120 727); silyletherd rapamycinu (U.S. patent ¢. 5 120 842); a arylsulfonattl a
sulfamat( (U.S. patent €. 5 177 203). Rapamycin byl nedavno pfipraven ve své

v pfirodé se vyskytujici enantiomerni formé (K. C. Nicolau a kol. J. Am. Chem. Soc.,
1993, 115, 4419-4420;_ S. L. Schreiber, J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 7906-7907; S.
J. Danishefsky, J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 9345-9346.

Je znamo, Ze se rapamycin, podobné jako FK-506 vaze k FKBP-12 (Siekierka, J. J.;
Hung, S. H. Y; Poe, M,; Lin, C. S_; Sigal, N. H. Nature, 1989, 341, 755-757; Harding,
M. W.; Galat, A; Uehling, D. E.; Schreiber, S. L. Nature 1989, 341, 758-760; Dumont,
F. J.; Melino, M. R;; Staruch, M. J.; Koprak, S. L ; Fischer, P. A. ; Sigal, N. H,, J.. |
Immunol. 1990, 144, 1418-1424; Bierer, B. E.; Schreiber, S. L.; Burakoff, S. J. Eur. J.
Immunol. 1991, 21, 439-445; Fretz, H.; Albers, M W.; Galat, A; Sténdaert, R.F;
Lane, W. S.; Burakoff, .S. J.; Bierer, B. E..; Schreiber, S. L. J. Am. Chem; Soc. 1991,
113, 1409-1411). Nedavno bylo objeveno, Ze komplex rapamycin/FKBP-12 se vaze
jesté k dalsimu proteinu, ktery je odliSny od calcineurinu, proteinu, ktery komplex FK-
506/FKBP-12 inhibuje (Brown, E. J.; Allbers, M..W.; Shin, T. B.; Ichikawa, K; Keith,
C. T,; Lane, W. S.; Schreiber, S. L. Nature 1994, 369, 756-758; Sabatini, D. M ;
Erdjument-Bromage, H.; Lui, M.; Tempest, P.; Snyder, S. H. Cell, 1994, 78, 35-43).

Ackoliv nékteré z téchto modifikovanych slouéenin vykazuji imunosupresivni Gdinek,
zUstéva potfeba makrocyklickych imunosupresiv, které nemaji vazné postranni
ucinky ¢asto spojované s imunosupresivni terapii, zplisobené éasteéné
prodlouzenymi polo¢asy imunosupresiv. Podle toho, jeden predmét predkiadaného
vynalezu spocivé v poskytovani novych semisyntetickych makrolidd, které maiji
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Zadany imunomodulacni Gcinek, ale které minimalizuji vedlej$i Ginky zptisobené

jejich zkracenym polo¢asem.

Popis obrazku na vykrese

Obrazek 1 ukazuje koncentrace v krvi + SEM (n=3) rapamycinovych analogl

obsahujicich tetrazol, davkovanych opici.

Podstata vynalezu

V prvnim aspektu pfedkladaného vynalezu jsou popsany slouéeniny reprezentované
strukturnim vzorcem:

nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sl nebo prolégivo.

Daldim pfedmétem piedkladaného vynalezu je poskytnuti syntetického postupu
pripravy takovych sloucenin z vychozich materialli ziskanych fermentaci a rovnéz

chemickych meziproduktl pouzitelnych v tomto syntetickém postupu.

Dal$im pfedmétem vynalezu je poskytnuti farmaceutickych prostfedku, obsahujicich

jako aktivni slozku alespori jednu se shora uvedenych sloucenin.

Jesté dalsim predmétem predkiadaného vynalezu je poskytnuti zplsobu Ié¢by Ffady
chorobnych stav(, zahrnujicich restendzu, odmitnuti transplantatu po transplantaci,

imunitni a autoimunitni dysfunkci, rist hub a rakovinu.
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Vyraz ,prolécivo” jak se zde pouiivé, se tyka sloucenin, které se rychle transformuiji
in vivo na materskou slouceninu shora uvedeného vzorce, napfiklad hydrolyzou

v krvi. Podrobna diskuse je uvedena v T. Higuchi a V. Stella, ,Prodrugs as Novel
Delivery Systems,” svazek 14 A.C.S. Symposium series, a v Edward B. Roche, ed.,
,Bioreversible Carriers in Drug Design,“ American Pharmaceutical Association and

Pergamon Press, 1987, oba materialy uvadéné zde jako odkaz.

Vyraz farmaceuticky pfijatelné prolécivo" jak se zde pouziva, se tyka téch proléciv
sloucenin podle predkladaného vynélezu, které jsou, v rozsahu platného
medicinského posuzovani, vhodné k pouzivani pfi kontaktu s lidskymi tkanémi a
tkédnémi nizSich zivocichl bez zvySené toxicity, iritace, alergickych reakci a podobné,
jsou souméritelné s rozumnym pomérem prospéch/riziko a G¢inné pro zamyslené
pouziti stejne, kde to prichazi v uvahu, rovnéz jako "zwitteriontové" formy sloucenin
podle vynalezu. Zejména vyhodné farmaceuticky pfijatelna proléciva podle vynalezu

jsou proléciva na bazi esterit C-31 hydroxylové skupiny slou¢eniny podie vynalezu.

Vyraz ,estery proléCiv* jak se zde pouZiva se tyka kterékoliv z rozliénych ester
tvoricich skupin, které jsou hydrolyzovany pifi fyziologickych podminkach. Priklady
skupin ester( proléciv zahrnuji acetyl, ethanoyl, pivaloyl, pivaloyloxymethyl,
acetoxymethyl, ftalidyl, methoxymethyl, indanyl a pod. a rovnéz esterové skupiny
odvozene od aminokyselin vyskytujicich se nebo nevyskytujicich se v pfirodé

Kk hydroXonvé skupiné C-31 sloucenin podie vynalezu.

Prvnim provedenim vynalezu je sloucenina vzorce
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DalSim provedenim vynalezu je slouc¢enina vzorce

Slouceniny a postupy podle predkladaného vynalezu budou Iépe pochopeny ve
spojeni s nasledujicimi syntetickymi schématy, které ilustruji zpasoby, kterymi mohou

byt slouceniny podle vynalezu pfipraveny.

Slouceniny podle vynalezu mohou byt pfipraveny fadou syntetickych cest.

Reprezentativni postup je ukéazan ve schématu 1.

Schéma 1




epimerni smés (B/C)

Jak je ukazano ve schématu 1, konverze C-42 hydroxyloveé skupiny rapamycinu na
trifluormethansulfonatovou nebo fluorsulfonatovou skupinu poskytuje A. Nahrazeni
odcha’zejici skupiny s tetrazolem v pritomnosti branené, nenukleofiini baze, jako je
2,6—iutidin nebo vyhodné diisopropylethylamin poskytuje epimery B a C, které se

oddéli a Cisti mzikovou chromatografii.

Predchazejici idaje mohou byt lépe pochopeny odkazy na nasledujici priklady, které
ilustruji zpUsoby, kterymi mohou byt slouceniny podle vynalezu pripraveny. Tyto
priklady maji pouze ilustrativni vyznam a v zadném pripadé neomezuji rozsah

vynalezu jak je definovan v pfilozenych narocich.




Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1
42-Epi-(tetrazolyl)-rapamycin (méné polarni izomer)
Priklad 1A

Roztok rapamycinu (100 mg, 0,11 mmol) v dichlormethanu (0,6 ml) se pfi —78 °C
zpracuje pod atmosférou dusiku 2,6-lutidinem (53 ul, 0,46 mmol, 4,3 ekv.) a
anhydridem trifluormethansulfonové kyseliny (37 pl, 0,22 mmol) a potom se micha 15
minut, ohieje se na teplotu mistnosti a eluuje se pies polété?ek silikagelu (6 mi)
diethyletherem. Frakce obsahujici triflat se spoji a koncentraci se ziska jmenovana

slouéenina jako jantarova péna.
Priklad 1B
42-Epi-(tetrazolyl)-rapamycin (méné polarni izomer)

Roztok slouceniny z pfikladu 1A v isopropylacetatu (0,3 ml) se postupné zpracuje
diisopropylethylaminem (87 ul, 0,5 mmol) a 1H-tetrazolem (35 mg, 0,5 mmol) a
potom se mich& 18 hodin. Tato smés se rozdéli mezi vodu (10 mi) a ether (10 ml).
Organické faze se promyiji solankou (10 ml) a susi se (Na;S0O4). Koncentraci
organickych fazi se ziska lepiva Zluta pevna latka, ktera se Cisti chromatografii na
silikagelu (3,5 g, 70 az 230 mesh), eluovanim s hexanem (10 ml), smési hexanu a
etheru (4:1 (10 ml), 3:1 (10 ml), 2:1 (10 ml), 1:1 (10 ml)), etherem (30 ml), smési
hexanu a acetonu (1:1 (30 ml)). Jeden z izomeru se sebere v etherovych frakcich.
MS (ESI) m/e 966 (M);

Priklad 2

cvr

42-Epi-(tetrazolyl)-rapamycin (polarnéjsi izomer)




Priklad 2A

‘v

42-Epi-(tetrazolyl)-rapamycin (polarnéjsi izomer)

Sebranim pomaleji postupujiciho pasu z chromatografické kolony za pouZiti mobilni
faze smési hexanu a acetonu (1:1) v pfikladu 1B se ziska jmenovana slouéenina. MS
(ESI) m/e 966 (M)".

In vitro zkou$ka biologické aktivity

Imunosupresivni aktivita slou€enin podle pfedkladaného vynalezu se uréi pouzitim
reakce lidského smésného lymfocytu (MLR), kterou popsali Kino, T. a kol.
v Transpantation Proceedings, XIX (5): 36-39, dodatek 6 (1987). Vysledky zkousky
ukazuji, Ze slouceniny podle vynalezu jsou u¢innymi imunomodulatory pfi

nanomolarnich koncentracich, jak je ukazano v tabulce 1.

Tabulka 1
Pfiklad Lidsky MLR
ICs50tS.E.M. (nM)
Rapamycin 0,91+0,36
Priklad 1 . 1,70 £ 0,48
Priklad 2 0,66 + 0,19

Farmakokineticke viastnosti slou¢enin z pfikladu 1 a z pfikladu 2 byly
charakterizovany po jednoradzové 2,5 mg/kg intraven6zni davce opici druhu
cynomolgus (n = 3 na skupinu). Kazda sloucenina se pfipravila jako roztok obsahujici
2,5 mg/ml ve smé&sném rozpoustédle o sloZzeni 20 % ethanolu, 30 % propylenglykolu,
2% cremophoru EL a 48% dextrézy jako 5% roztok ve vodném vehikulu. Do
safendzni vény opic se davkoval 1 ml/kg intraven6zni davky jako pomaly bolus (cca 1
az 2 minuty). Vzorky krve se ziskaly z femoralni artérie nebo vény kazdého zvifete
pfed davkou a 0,1 (pouze 1V), 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 9, 12, 24 a 30 hodin po
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davkovani. Vzorky konzervované EDTA se dikladné smichaly a extrahovaly se pro

naslednou analyzu.

Podil krve (1,0 ml) se hemolyzoval s 20% methanolem ve vodé (0,5 ml) obsahuijici
vnitini standard. Hemolyzované vzorky se extrahovaly smési ethylacetatu a hexanu
(1:1 (objem./objem.), 6,0 ml). Organicka vrstva se odpafila do sucha pfi teploté
mistnosti a v proudu dusiku. Vzorky se zfedily ve smési methanolu a vody (1:1, 150
ul). Slou€enina uvedena v nazvu (50 pl injekce) se oddélila od nedistot za pouziti
HPLC s reverzni fazi za pouziti UV detekce. Vzorky se udrzovaly béhem celého
pokusu chladné (4 °C). VSechny vzorky z kazdé studie se analyzovaly jako jedna
davka HPLC.

Plochy pod kfivkou (AUC) méfené u pfikladu 1, pfikladu 2 a vnitiniho standardu byly
stanoveny za pouZiti software Sciex MacQuan™. Kalibraéni kfivky byly odvozeny od
poméru ploch pikii (materské l&Civo/vnitini standard) zpracovanych krevnich
standard(l pouZitim linearni regrese metody nejmensich &tverci vici teoretické
koncentraci. Metody byly linearni pro obé slou¢eniny v rozsahu standardni kfivky
(korelace > 0,99) s pfedbé&zné odhadnutym kvantitativnim limitem 0,1 ng/ml.
Maximalni koncentrace v krvi (Cnax) a doba k dosazeni maximalni koncentrace v krvi

(Tmax) se odeditaly pfimo z nalezenych dat koncentrace v krvi-¢as. Data koncentrace

- v krvi se zanesla do vhodné multiexponencialni kfivky za pouziti CSTRIP k ziskani

- farmakokinetickych parametril. Pfedbézné odhadnuté parametry byly dale
definovany za pouziti NONLIN84. Plocha pod kfivkou koncentrace v krvi-€as od 0 do
t hodin (posledni ¢asovy bod, kdy bylo provedeno méfeni koncentrace v krvi) (AUC,.
) se pogital za pouZiti linearniho lichob&Znikového pravidla pro profil koncentrace
v krvi-6as. Zbytkova plocha extarpolovana na nekoneéno, uréena jako koncova
zmérena koncentrace v krvi (C) vydélena koncovou eliminaéni rychlostni konstantou

(B) se pripocetla k AUC,. , €imz se ziskala celkova plocha pod kfivkou (AUCo.).

Jak vyplyva z obrazku 1 a z tabulky 2, obé slou€eniny pfikladu 1 a pfikladu 2 maji ve
srovnani s rapamycinem prekvapivé podstatné krat$i koncovy eliminaéni polo¢as
(tir2).
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Tabulka 2
Slouéenina AUC tir
ng.h /ml (hodiny)
Rapamycin 6,87 16,7
Priklad 1 2,35 50
Piiklad 2 2,38 6,9

ZpUsoby 1é&by

Slouéeniny podle vynalezu, zahrnujici, nikoliv vSak s omezenim na ty, které jsou
uvedeny v prikladech, vykazuji imunomodulaéni aktivitu u savcu (zejména lidi). Jako
imunosupresiva jsou slou¢eniny podie vynalezu pouzitelné k 1é¢bé a prevenci
onemocnéni zplsobenych imunitni reakci, jako je rezistence pfi transplantaci organt
nebo tkani, jako srdce, ledviny, jater, kostni dféné, kuze, oni rohovky, plic,
pankreatu, tenkého stfeva, koncetin, svalli, nervt, dvanactniku, bunék
Langerhansovych ostrlivk( pankreatu apod.; odmitnuti transplamtované kostni drené
darce pfijemcem; k Ié€bé autoimunnich nemoci, jako je revmatoidni artritis,
systemicky lupus erythematodes, Hashimotova thyreoiditis, roztrousena skleréza,
myastenia gravis, diabetes I. typu, uveitis (nitroo¢ni zanét), alergicka
encephalomyelitis, glomerulonefritida apod. Dalsi pouziti zahrnuje 1é¢bu a profylaxi
zanétlivych a hyperproliferativnich koZznich onemocnéni a koZnich projevd
imunologicky podminénych nemoci, jako je lupénka (psoriaza), atopicka dermatitida,
kontaktni dermatitida a jiné ekzémové dermatitidy, seborrhoicka dermatitida, lichen
planus, pemhigus, bulézni pemphigus, epidermolysis bullosa, kopfivka, angioedémy,
vasculitidy, erytémy, kozni projevy eozinofilie, lupus erythematodes, akné a alopecia
areata; riizné oéni onemocnéni (autoimunni nebo jiné), jako je kerat pkonjuktivitida,
jarni konjuktivitida, uveitis provazejici Behcetowichorobu, keratitis, herpeticka
keratitis, keratokonus rohovky, distrophia epithelialis corneae, kornealni leukom, a
o¢ni lokalizace pemphigu. Dale reverzibilni obstruktivni onemocnéni dychacich cest,

zahrnuijici postizeni jako astma (napfiklad bronchialni astma, alergické astma, astma
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podminéné vnitfnimi nebo vnéjSimi faktory a astma zplsobené prachem), zejména
chronické nebo zanedbané astma (u star8ich osob nebo pfi pfecitlivélosti dychacich
cest), zanét pridusek, alergicka ryma apod. jsou oblasti [é¢by sloucenin podle
vynalezu. Zanéty sliznic a cév jako gastroduodenalni viedy, cévni poruchy
zpusobené ischemickymi stavy a trombézami. Dale, hyperproliferaéni cévni
onemocneni jako je hyperplazie hladkého svalstva intimy, restenézy a cévni uzavéry,
zejména po biologicky nebo mechanicky podminéném poskozeni cév, mohou byt
leé€eny nebo preventivné oSetfovany za pouziti slouéenin podle vynalezu. Jiné

k lé€b& vhodné patologické stavy, které mohou byt oSetfeny zahrnuiji, nikoliv v§ak

s omezenim, ischemickd onemocnéni stiev, zanétlivd onemocnéni strev, nekrotizujici
enterokolitidu, stfevni zanétlivé alergicka onemocnéni, jako je coeliakie, proktitida,
eozinofilni gastroenteritida, mastocyst6za, Crohnova nemoc a ulcerézni kolitida;
nervova onemocnéni, jako povSechna myositida, syndrom Guillain-Barre, Menierova
nemoc, polyneuritida, povSechna neuritida, lokalni neuritida a radikulopathie;
endokrinni onemocnéni, jako hyperthyreéza a Basedowova nemoc; krevni
onemocnéni, jako aplasie ¢ervenych krvinek, aplasticka anemie, hypoplasticka
anemie, idiopaticka thrombocytopenicka purpura, autoimunni hemolyticka anemie,
agranulocytéza, perniciézni anemie, megaloblasticka anemie nebo anerytroplasie;
kostni onemocnéni, jako je osteopordza; onemocnéni plic, jako je sarkoid6za, fibréza
plic a iodiopaticka intersticialni pneumonie; koZzni onemocnéni, jako
dermatomyositis, leukoderma vulgaris, ichthyosis vulgaris, fotoalergicka sensitivita a
kozni lymfom z T bunék, onemocnéni ob&hu, jako je arterioskleréza, ateroskleréza,
aortitis, polyarthritis nodosa a myocardosis; kolagenézy, jako je sklerodermie,
Wegeneriv granulom a Sjogreniv syndrom; adiposis; eozinofilni fasciitida;
onemocnéni periodontu, jako jsou léze gingivy, periodoncia, alveolarnich vybézk( a
dentinu; nefroticky syndrom pfi glomerulonefritidé; znamky muzské a stafecké
alopecie preventivnim Géinkem proti vypadavani vlias a podporou ristu a houstnuti
vlas(; svalova dystrofie; pyodermie a Sezaryho syndrom; Addisonova nemoc;
onemocnéni pii aktivni oxygenaci, jako napfiklad ischemie organl uréenych

k transplantaci vznikla $patnou reperfuzi téchto organd (napfiklad srdce, jater,
ledviny a zazivaciho traktu), coZ se objevuje pfi uchovavani pfed transplantaci nebo
u ischemické choroby (napfiklad trombdza nebo srdecni infarkt); stfevni onemocnéni

jako je endotoxinovy $ok, pseudomembranézni kolitida a kolitida zpUsobena léky
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nebo ozafenim; renalni onemocnéni jako akutni a chronicka renalni insuficience;
plicni onemocnéni, jako toxinéza zpisobena plicnim kyslikem nebo léky (napfiklad
paracort a bleomycin) karcinom plic a plicni emfyzém; oéni onemocnéni, jako
katarakta, sider6za, retinitis, pigmentosa, senilni makularni degenerace, zakal sklivce
a popaleni rohovky alkaliemi; dermatitis, jako erythema multiforme, linearni bulézni
IGA dermatitida a tmelova dermatitida; a jiné nemoci, jako je gingivitis, periodontitis,
sepsis, pankreatitis, onemocnéni zplsobena znedisténym ovzdusim (napfiklad
prasnym vzduchem), starnutim, karcinogeny, metastazy karcinomu a onemocnéni
vzniklé sniZzenim atmosférického tlaku; nemoci vyvolané uvolnénim histaminu nebo
Leukotrienu-C4; Behcetova nemoc s projevy stfevniho, cévniho nebo nervového
postiZzeni a také Behcetlv syndrom, postihujici Ustni dutinu, kiizi, oci, vulvu, klouby,
nadvarle, plice, ledviny atd. Déle, sloueniny podle vynalezu jsou uziteéné pro l1ébu
a prevenci jaterniho onémocnéni, jako jsou imunogenni choroby (napfiklad chronické
autoimunni jaterni poSkozeni, primarni biliarni cirhoza a sklerotizujici cholangitis),
astedna resekce jater, akutni jaterni nekréza (napfiklad nekréza zplisobena toxiny,
virova hepatitis, Sok nebo anoxie), virova hepatitida B, non-A/nonH hepatitis, cirhdza
(napftiklad cirh6za zpGsobena alkoholem) a jaterni selhani, jako je fulminantni jaterni
selhani, jaterni selhani s pozdni manifestaci a jaterni selhani ,akutni na podkladé
chronického® (akutni jaterni selhani navazujici na chronické jaterni choroby) a navic
jsou uZiteéné pro rlizné nemoci s ohledem na sv(j blahodarny vliv na zesileni u&inku
chemoterapeutik, cytomegalovirovou infekci, zejména na HCMV infekce,

- protizanétlivé plsobeni, na sklerotizujici a fibrotické choroby, jako je nefréza,
sklerodermie, plicni fibréza, arterioskler6za, mésfnavé srde&ni vada, hypertrofie
srde¢nich komor, pooperacni adheze a jizvy, krvaceni do mozku, infarkt myokardu a

poSkozeni srdce ve spojeni s ischemii a poruchou krevniho pfitoku apod. apod.

Dale, slougeniny podle vynalezu vykazuji antagonistické viastnosti vigi FK-5086.
Slouéeniny podle pfedkladaného vynalezu tak mohou byt vyuZzity k 1écbé
imonodeprese nebo poruch zahrnujicich imunodepresi. Pfiklady chorob zahrnujicich
imunodepresi zahrnuji AIDS, karcinom, fungalni infekci, senilni demenci, trauma
(v€etné hojeni ran, chirurgického zakroku a Soku), chronickou bakterialni infekci a
nékteré choroby centralniho nervového systému. Imunodeprese muze byt zplisobena

predavkovanim imunosupresivni makrocyklické slouceniny, napfiklad
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derivatll 12-(2-cyklohexyl-1-methylvinyl)-13,19,21 ,27-tetramethyl-11,28-dioxa-4-
azatricyklo[22.3.1.0*%] oktakos-18-enu jako je FK-506 nebo rapamycin.
Predavkovani téchto Iékd pacienty je dosti éasté, ponévadz nemocni zapominaji brat
sveé davky podle pfedpisu a mohou si tak pfivodit vazné nezadouci Gginky.
Uginnost slouéenin podle vynalezu pfi 16¢bé proliferativnich onemocnéni, mdze byt
demonstrovana metodami popsanymi  Bunchman-em ET a CA Brookshire-em,
Transplantation Proceed. 23 967-968 (1991); Yamagishi a kol., Biochem, Biophys.
Res. Comm. 191, 840-846 (1993); a Shichiri a kol., J. Clin. Invest. 87 1867-1871
(1991).Proliferativni onemocnéni zahrnuji proliferace hladkého svalstva, systemickou
sklerdzu, cirhdzu jater, syndrom respiracni Uzkosti dospélych, idiopatickou |
kardiomyopatii, lupus erythematodes, diabetickou retinopatii nebo jiné retinopatie,
psoriazu, sklerodermii, hypertrofii prostaty, srde¢ni hypertrofii,
restendzu po prodélané tepenné poruse nebo jinych patologickych stenézach cév.
Tyto slouceniny navic antagonizuji bunééné odpovédi na nékteré rlistové faktory a
proto vykazuji antiangiogenni vlastnosti, coZ z nich ¢ini U¢inné latky pii omezeni

nebo zastaveni rGstu nékterych nadord i fibrotickych procesu plic, jater a ledvin.

Vodné roztoky téchto slougenin podle predkladaného vynalezu jsou zejména
uzitecné pro IéCbu a prevenci riznych onemocnéni odi, jako jsou autoimunni choroby
(vCetné keratokonusu rohovky, keratitidy, dystrofie epitelu, leukomu, Moorenova
viedu, sklevitidy a Gravesovy oftalmopatie) a rejekce (odhojeni) transplantace
rohovky.

Pokud se slou¢eniny podle vynalezu pouziji pro shora uvedené nebo jiné osetfeni,
terapeuticky ucinné mnozstvi jedné ze sloucenin podle vynalezu mdze byt pouzito

v Cisté formé, nebo kde takovéa forma existuje, ve formé farmaceuticky pfijatelné soli,
esteru nebo proléCiva. Alternativng, slouenina mlze byt podana jako farmaceuticky
prostredek obsahujici slou¢eninu, ktera je predmétem zajmu, v kombinaci s jednim
nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi excipienty. Pod "terapeuticky Géinnym
mnozstvim" slouceniny podle vynalezu se mini dostate¢né mnozstvi slouceniny pro
osetiovani chorob pfi rozumné mife poméru prospéch/riziko, ktery se vztahuje na
jakékoliv medicinské oSetfovani. Avsak rozumi se, Ze celkové denni pouZiti

sloucenin a kompozic podle pfedkladaného vynalezu rozhodne osetiujici IékaF v
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ramci platného medicinského posuzovani. Specificka terapeuticky Géinna troveri
davky pro kaZdého jednotlivého pacienta bude zaviset na rozli¢nych faktorech véetné
nemoci, ktera je léCena a zavaZznosti onemocnéni; na u¢innosti aplikované konkrétni
slou€eniny; na pouZzité specifické kompozici; na véku, té€lesné hmotnosti, celkovém
zdravi, na pohlavi a vyZivé pacienta; na dobé& podavani, cesté podani, zptisobu
aplikace a rychlosti vyméSovani konkrétné pouzité slouceniny; na trvani lééeni; na
léCivech uZivanych v kombinaci nebo v koincidenci s urcitou pouZitou slouéeninou a
podobnych faktorech, které jsou v medicinské praxi obecné znamy. Napiiklad na
zakladé znalosti odbornika je mozné zagit davkovat slouc¢eninu v mnozZstvi, které je
mensi nez mnoZstvi potiebné k dosaZeni pozadovaného terapeutického Gginku a

postupné davku zvySovat, dokud se nedosahne poZadovaného Gginku.

Celkova denni davka slouéenin podle pfedkladaného vynélezu' podavanych lidem
nebo niz8im Zivodichiim muzZe byt v mnozstvich okolo 0,01 do okolo 10 mg/kg/den.
Pro Gcely oralniho podani vyhodnéjsi davky jsou od okolo 0,001 do okolo 3
mg/kg/den. Je-li to Zadouci, udinna denni davka maze byt rozdélena do nékolika
davek; proto tedy, jednotliva davka kompozice miize obsahovat takové mnozstvi
jejich subdavek, aby se dosahlo denni davky. Pfi topickém podani se mohou podavat

davky v rozsahu 0,001 aZz 3 mg/kg/den, v zavislosti na misté podani.

Farmaceutické kompozice podle pfedkladaného vynalezu obsahuji slou¢eninu podle
vynalezu a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo excipient, které mohou byt podany
oralné, rektalné, parenteralné, intracisternalné, intravaginalné, intraperitonealné,
topicky (jako prasky, masti, kapky nebo transdermaini naplasti), bukalné nebo jako
oralni nebo nasalni sprej. Vyrazem "farméceuticky pfijatelny nosi¢” je zde minéno
netoxické tuhé, polotuhé nebo kapalné plnidlo, fedidlo, enkapsulaéni material nebo
pomocnou formulaéni pfisadu jakéhokoliv typu. Vyraz ,parenteralni®, jak se zde
pouziva, se tyka zpusobu podani, ktery zahrnuje intravenozni, intramuskularni,

intraperitonealni, intrasternalni, subkutanni a intraartikularni injekce a infuze.

Farmaceutické kompozice podle pfedkladaného vynalezu pro parenteralni injekce
zahrnuji farmaceuticky pfijatelné sterilni vodné nebo nevodné roztoky, disperze,
suspenze nebo emulze a rovnéz sterilni prasky pro rozfedéni do sterilnich
injektovatelnych roztokil nebo disperzi, které se provede tésné pred pouZitim.

i
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Priklady vhodnych vodnych nebo nevodnych nosicl, fedidel nebo rozpoustédel nebo
vehikulG zahrnuji vodu, ethanol, polyoly (jako je glycerol, propylenglykol,
polyethylenglykol, apod.), karboxymethylceluldézu a jeji’ smési, rostlinné oleje (jako je
olivovy olej) a injektovatelné organické estery, jako je ethyloleat. Radna fluidita se
mlze udrzet pouzitim povlakovych materialQ, jako je lecitin, udrzenim pozadované

velikosti ¢astic v piipadé disperzi a pouzitim povrchové aktivnich latek.

Tyto prostfedky mohou také obsahovat adjuvanty, jako jsou konzervaéni &inidla,
smacedla, emulgatory a dispergacni ¢inidla. Prevence pred pt‘]sobehim
mikroorganismd se muze dosahnout zahrnutim rliznych antibakterialnich a
antifungalnich ¢inidel, jako je napfiklad paraben, chlorbutanol, fenolsorbova kyselina
apod. Muze byt také Zadouci zahrnout isotonicka &inidla, jako jsou cukry, chiorid
sodny apod. Prodlouzené absorpce injektovatelnych farmaceutickych forem ée mlze
dosahnout zahrnutim €inidel, které zdrzuji absorpci, jako je monostearat hlinity a

zelatina.

V nékterych pfipadech, aby se dosahlo prodiouzeného Ucinku IéCiva, je Zadouci
zpomalit absorpci IéCiva ze subkutanni nebo intramuskularni injekce. Toho se mize
dosahnout pouzitim kapalné suspenze nebo krystalického nebo amorfniho materialu
s malou rozpustnosti ve vodé. Rychlost absorpce Iéciva potom zavisi na jeho
rychlosti rozpousténi, které zase muze zaviset na velikosti krystalu a krystalické
formé. Alternativng, zpozdéné absorpce parenteralné podané 1é¢ivé formy se

dosahne rozpusténim nebo suspendovanim léciva v oleji nebo vehikulu.

~ Injektovatelné depotni formy se piipravi formovanim mikroenkapsulaénich matric
léCiva do biodegradovatelnych polymer( jako je polykaktid-polyglykolid. Rychlost
uvolfiovani légiva muze byt kontrolovana pomérem lé€iva k polymeru a povahou

- zvlastniho pouzitého polymeru. Pfiklady biodegradovatelnych polymerti zahrnuji
poly(orthoestery) a poly(anhydridy). Depotni injektovatelné formulace se pfipravi
zachycenim Ié&iva v liposomech nebo mikroemulzich, které jsou kompatibilni

s télesnymi tkanémi.

Injektovatelné formulace mohou byt sterilizovény, napfiklad filtraci pres filtr, ktery
zadrzuje bakterie, nebo vélenénim sterilizaénich &inidel ve formé sterilnich pevnych

i
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kompozic, které mohou byt rozpustény nebo dispergovany ve sterilni vodé nebo

jiném sterilnim mediu tésné pred pouzitim.

Tuhé formy davek pro oraini podavani pfedstavuji kapsle, tablety, pilulky, prasky a
granule. V takovych tuhych davkovych formach je Gcéinna sloucenina smisena s
nejméne jednim inertnim, farmaceuticky pfijatelnym excipientem nebo nosi¢em jako
jsou citrat sodny nebo dikalcium fosfat a/nebo a) plniva nebo nastavovadia jako
skroby, laktéza, sachardza, glukéza, mannitol a kyselina kiemicita, b) pojidla jako
napfiklad karboxymethylceluléza, alginaty, Zelatina, polyvinylpyrrolidinon, sacharéza
a klovatina, c) zvihCovadla jako glycerol, d) rozmelfhovaci latky jako agar-agar,
uhliéitan vapenaty, bramborovy nebo tépiokovy 8krob, alginova kyselina, urcité
silikaty a uhliCitan sodny, ) rozpousténi zpomalujici €inidla jako parafin, f)
urychlovace absorpce jako kvarterni amoniové soli, g) zvihéovadia jako na pfiklad
cetylalkohol a glycerol monostearat, h) absorbenty jako kaolin a bentonitova zemina,
i) lubrikanty jako mastek, stearat vapenaty, stearat hofe¢naty, pevné
polyethylenglykoly, laurylsulfat sodny, a jejich smési. V pfipadé kapsli, tablet a pilulek
mohou davkové formy obsahovat také pufrovaci ¢inidla.

Tuhé kompozice podobného typu mohou byt také aplikovany jako plniva v mékkych i

~ tvrdych plnénych kapslich za pouziti excipientd, jako je laktéza nebo mléény cukr,

stejné jako vysokomolekularni polyethylenglykoly a jim podobné.

Pevné formy davek, tablet, drazé, kapsli, pilulek a granuli mohou byt pfipraveny
potahované a se slupkami jako jsou stravitelna potahovani a jind potahovani tablet
bézné pouzivana v praxi farmaceutické formulace. Mohou pfipadné obsahovat
zneprihlednujici latky a mohou mit také takové slozeni, ze uvolnu;ji aktivni
ingredienci(e) pouze nebo prednostné v uréité &asti zazivaciho traktu, pfipadné se
zpozd'ovanym ucinkem. Priklady obalovanych kompozic, které mohou byt pouzivany,
obsahuji polymerni substance a vosky.

Aktivni slougeniny mohou byt také v mikroenkapsulované formé, je-li to zadouci,

s jednim nebo vice shora uvedenymi excipienty.
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Kapalne formy davek pro oralni administraci zahrnuji farmaceuticky piijatelné
emulze, mikroemulze, roztoky, suspenze, sirupy a tinktury. Kromé aktivnich
slou¢enin mohou kapalné formy davek obsahovat v oboru pouzivana inertni fedidla
jako na priklad vodu nebo jina rozpoustédla, solubilizaéni Cinidla a emulzifikatory jako
ethylalkohol, isopropylalkohol, uhli¢itan ethylnaty, ethylacetat, benzylalkohol,
benzylbenzoat, propylenglykol, 1,3-butylenglykol, dimethylformamid, oleje (zviasté
pak olej bavinikovy, podzemnicovy, kukufiény, klickovy, olivovy, ricinovy a
sezamovy), glycerol, tetrahydrofurfurylalkohol polyethylenglykoly a estery mastnych

kyselln se sorbitolem a jejich smési.

Vedle inertnich fedidel mohou oralni kompozice také obsahovat adjuvanty, jako
zvih€ovaci Cinidla, emulzifikacni a suspendaéni ¢inidla, sladidla, ochucovaci a

parfemacni Cinidla.

Suspenze mohou vedle aktivnich slou¢enin obsahovat suspenzaéni &inidla, jako
napriklad ethoxylované isostearylalkoholy, polyoxyethylensorbitol a estery sorbitanu,
mikrokrystalickou celulézu, metahydroxid hlinity, bentonit, agar-agar a tragakant a

jejich smési.

Topicke podani zahrnuje podani kUzi nebo sliznici, véetné povrchu plic a oéi.
Kompozice pro topické podani zahrnujici kompozice pro inhalaci se mohou pfipravit
jako suchy prasek, ktery miize nebo nemusi byt natlakovan; . V pfipadé praskovych
kompozic které nejsou natlakovany, mize byt aktivni slozka v jemné rozdélené formé
pouzita ve smési s farmaceuticky pfijatelnym nosic¢em vétsi velikosti &astic, zahrnuijici
Castice, majici napiiklad velikost do 100 mikrometrd v priméru. Vhodné inertni
nosice zahrnuji cukry jako je laktéza. Je Zadouci, aby alespori 95 % hmbtnostnich
castic aktivni slozky mélo Uéinnou velikosti ¢astic v rozsahu 0,01 az 10 mikrometrd.

Kompozice pro topické pouziti na kiizi také zahrnuji masti, krémy, lotiony a gely.

Alternativne, kompozice maze byt natlakovana a obsahuje stlaceny plyn jako je dusik
nebo zkapalnéne plynné hnaci ¢inidlo. Toto zkapalnéné hnaci medium a skute¢né
celkova kompozice je vyhodné takova, ze aktivni slozka se v ném nerozpousti

v zadné podstatné mife. Tato natlakovana kompozice také mize obsahovat

povrchove aktivni Cinidlo. Povrchové aktivni ¢inidlo mize byt kapalné nebo pevné

i
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neiontové povrchové aktivni ¢inidio nebo mize byt pevné aniontové povrchoveé
aktivni Cinidlo. Je vyhodné pouzit pevné aniontové povrchové aktivni ¢inidlo ve formé

sodné soli.

Dalsi forma topického podani je do o&i, pokud jde o IéEbu imuno-zprostredkovanych
stavll o, jako jsou autoimunni nemoci, ale‘rgické nebo zanétlivé stavy a
transplantaty rohovky. Sloucenina podle vynalezu je rozsifovéana ve farmaceuticky
prijatelném vehikulu, tak, Ze slouCenina je udrzovana v kontaktu s o¢nim povrchem
po dostate€nou €asovou periodu, aby bylo slou¢eniné umoznéno pronikat rohovkou
a vnitini oblasti oka, jako napfiklad pifedni komora oéni, zadni komora oéni, sklivec,
vodni tekutina, rohovka, duhovka/fasnaté télisko v oku, ¢ocky, cévnatka/sitnice a
bélirma ,Farmaceuticky pfijatelnym oftalmickym vehikulem mdze napfikiad byt mast,

rostlinny olej nebo enkapsulaéni materidl.

Kompozice pro rektéini nebo vaginalni administraci jsou nejlépe ¢ipky, které mohou
byt pfipraveny smisenim slou¢enin podle tohoto vynélezu s vhodnymi neiritujicimi
excipienty nebo nosici jako je kakaové maslo, polyethylenglykol nebo vosk pro &ipky,
které jsou tuhé pri teploté okoli, avSak kapalné pfi télesné teploté, a tudiz taji v dutiné

rekta nebo vaginy a uvolfiuji ucinnou latku.

Slouceniny podie predkladaného vynalezu mohou byt podany ve formé liposomu.
Jak je znamo ze stavu techniky, liposomy jsou obecné odvozeny od fosfolipidt nebo
od ostatnich substanci. Liposomy jsou formovany mono- nebo multilamelarnimi
hydratovanymi kapalnymi krystaly, které jsou dispergovany ve vodném mediu. Mize
se pouzit jakykoliv netoxicky, fyziologicky pfijatelny a metabolizoVatelny lipid, ktery je
schopen tvofit liposomy. Pfedkladana kompozice v liposomu mize obsahovat, vedle
slouceniny podle vynalezu, stabilizatory, konzervaéni ¢inidla, excipienty apod.
Vyhodné lipidy jsou fosfolipidy a fosfatidylcholihy (lecitiny), jak pfirozené, tak
syntetické. Zplsoby k formovani liposoml jsou znamé ve stavu techniky. Viz
napfiklad, Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, svazek XIV, Academic Press, New
York, N.Y. (1976) str. 33 a nasledujici.

Slouceniny podle predkladaného vynalezu mohou byt také podavany spole¢né

s jednim nebo vice imunosupresivnimi ¢inidly. Imunosupresivni ¢inidla v ramci

i
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rozsahu tohoto vynalezu zahrnuji, nikoliv véak s omezenim, IMURAN® azathioprin
sodny, brequinar sodny, SPANDIN ® guesperimus trihydrochlorid (také znamy jako
deoxyspergualin), mizoribin (také zndmy jako bredinin), CELLECEPT ® mycofenolat
mofetil, NEORAL® Cylosporin A (také oznagovan jako odligna formulace
Cyclosporinu A pod obchodnim ozna¢enim SANDIMMUNE®), PROGRAF ®
tacrolimus (také znamy jako FK-506), sirolimus a RAPAMUNE®, leflunomid (také
znamy jako HWA-486), glukokortikoidy, jako prednisolon a jeho derivaty, [é¢ba
protilatkou, jako je orthocolon (OKT3) a Zenepax ® a antithymyocytové globuliny, jako

thymoglobuliny.

Je tfeba vzit v Gvahu, Ze pfedchézejibi popis a nasledujici priklady jsou uvedeny -
pouze pro ilustraci a v zadnem pfipadé neomezuji rozsah vynalezu, ktery je
definovan pouze pfiloZenymi naroky a jejich ekvivalenty. Odbornik miize provést fadu
zmen a modifikaci pfedklddaného vynalezu. Takové zmény a modifikace, zahrnuijici,
nikoliv v8ak s omezenim, chemické struktury, substituenty, derivaty, meziprodukty,
syntézy, formulace a/nebo metody pouziti vynélezu mohou byt provedeny, aniz by

doslo k odchylce od ducha a rozsahu vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina majici vzorec

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sdl nebo jeji prolédivo.

2. Sloucenina podle naroku 1 vzorce

3. Sloucenina podle naroku 1 vzorce
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- 4. ZpUsob inhibice restendzy u savce, vyznadujici se ti m, ze se poda
savci, v pfipadé potreby takové 1é¢by, terapeuticky Géinné mnozstvi slouceniny podle
naroku 1.

5. Zpusob inhibice imunnich nebo autoimunnich nemoci u savce, v yznacujici
se tim,Ze sepoda savci, v piipadé potieby takové I&Cby, terapeuticky uginné

mnozstvi slouceniny podle naroku 1.

6. ZpUsob inhibice rejekce transplantétu po transplantaci tkané u savce,
vyznacujici se tim, Ze sepoda savci, v pfipadé potieby takové 1écby,

terapeuticky u€inné mnozstvi slou¢eniny podie naroku 1.

7. ZpUsob inhibice fungainiho ristu u savce, vyznadujici se ti m, Ze se
poda savci, v pfipadé potieby takové 1&Eby, terapeuticky ucinné mnozZstvi slou¢eniny
podie naroku 1.

8. ZpUsob inhibice rakoviny u savce, vy zna ¢ ujici se tim, ze se poda
savci, v pripadé potreby takové 1é¢by, terapeuticky Uginné mnozstvi slouceniny podle

naroku 1,

oesy
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