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Opis wynalazku

Dziedzina wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest pochodna 2-(4-hydroksy-3-formyloamino)fenylo-2-hydroksyetyloaminy
i jej zastosowanie oraz kompozycja farmaceutyczna i jej zastosowanie. Pochodne te stanowig nowe
zwigzki (srodki) wielowigzace, ktére sg agonistami receptora p2-adrenergicznego lub czesciowymi
agonistami. Wielowigzace zwigzki oraz kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku sg uzyteczne
do leczenia i zapobiegania chorobom drég oddechowych, takim jak astma, przewlekta obturacyjna
choroba ptuc i przewlekte zapalenie oskrzeli. Sg one réwniez przydatne do leczenia uszkodzen uktadu
nerwowego i przedwczesnego porodu.
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Wszystkie powyzsze publikacje wprowadzono tu tgcznie jako literature, w takim zakresie, w ja-
kim wskazano dla kazdej z wymienionych tu konkretnie publikaciji.

Stan techniki

Receptor jest strukturg biologiczng z jedng lub wiecej domenami wigzacymi, ktéra tworzy od-
wracalne kompleksy z jednym lub wiecej ligandami i skompleksowanie takie ma biologiczne konse-
kwencje. Receptory mogg wystepowac catkowicie poza komérka (receptory pozakomérkowe), w ob-
rebie btony komorkowej (ale z prezentowaniem segmentéw receptora srodowisku pozakomérkowemu
i cytosolowi), lub catkowicie wewnatrz komorki (receptory wewnagtrzkomdérkowe). Mogg one réwniez
dziata¢ niezaleznie od komérki (np. tworzenie skrzepéw). Receptory w obrebie btony komérkowej
umozliwiajg komoérce komunikowanie sie z przestrzenig poza jej granicami (tj. sygnalizowanie), jak
réwniez udziat w transportowaniu czasteczek do i poza komoérke.

Ligand jest partnerem wigzacym dla konkretnego receptora lub rodziny receptoréw. Dla danego
receptora ligandem moze by¢ ligand endogenny, lub, alternatywnie, ligand syntetyczny, taki jak lek,
kandydat na lek lub czynnik farmakologiczny.

Jedng z najwazniejszych klas receptoréw zwigzanych z btong, ktére komunikujg zmiany zacho-
dzace na zewnatrz granic komérki do jej wnetrza, wyzwalajac w razie potrzeby odpowiedz komérko-
wag, stanowi nadrodzina siedmiu przezbtonowych biatek (7-TM), zwanych réwniez receptorami sprze-
zonymi z biatkami G (GPCR). Po aktywowaniu biatka G wptywajg zaréwno pozytywnie jak i negatyw-
nie na wiele wczesniejszych uktadow efektorowych (np. kanaly jonowe, kaskady kinaz biatkowych,
transkrypcja, transmigracja biatek adhezyjnych, itp.).

Receptory adrenergiczne (AR) sa cztonkami receptorow sprzezonych z biatkami G, na ktére
skfada sie rodzina trzech podtypéw receptoréw: Bl (a8 c), B2 (a8, ¢c) i1 B (1 2, ). Receptory te sg wy-
razane w tkankach ré6znych uktadow i narzadéw u ssakow, a stosunek pomiedzy receptorami o i  jest
zalezny od tkanki. Przyktadowo, tkanki miesni gtadkich oskrzeli wyrazajg gtdwnie p2-AR, za$ komorki
naczyn krwionosnych skoéry zawieraja wytacznie podtypy pB-AR.

Stwierdzono, ze podtyp B2-AR jest zaangazowany w choroby drég oddechowych, takie jak ast-
ma®, przewlekte zapalenie oskrzeli, uszkodzenia uktadu nerwowego i przedwczesne porody®. W chwili
obecnej do leczenia astmy stosuje sie wiele lekéw, np. albuterol, formoterol, izoprenolol lub salmete-
rol, o aktywnosci agonistycznej wobec B2-AR. Jednakze, leki te majg ograniczone zastosowanie, po-
niewaz sg nieselektywne i tym samym powodujg skutki uboczne, takie jak drzenie miesni, tachykardia,
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palpitacje i niepokéj®, albo majg krotki czas dziatania ilub powolny czas rozpoczecia dziatania.
A zatem, istnieje zapotrzebowanie na selektywnych wobec B2 agonistow AR, ktérzy szybko dziatajg
i majg zwiekszong moc i/lub dtuzszy czas dziatania.

Wielowigzace zwigzki wedtug przedmiotowego wynalazku spetniajg to zapotrzebowanie.

Znani sg rézni agonisci lub czesciowi agonisci receptoréw p2-adrenergicznych. W dokumencie
WO 98/21175 zostat ujawniony sposéb wytwarzania optycznie czystych izomeréw formoterolu, agonisty
dajacego dtugi trwaty skutek rozszerzajacy oskrzela, gdy jest on wdychany. Dokument GB-A-1 394 542
odnosi sie do optycznie czynnych izomerdw pewnych fenylohydroksyamin, wykazujacych selektywne
dziatanie na receptorach 2. Dokument GB-A-1 040 724 ujawnia nowe zwigzki aminoalkoholowe,
wartosciowe w leczeniu choréb serca lub krazenia; ujawniono takze sposéb wytwarzania tych zwigzkéw.

STRESZCZENIE WYNALAZKU

Wynalazek niniejszy skierowany jest nowe wielowigzace zwigzki (srodki), ktére sg agonistami
lub czesciowymi agonistami receptora p2-adrenergicznego, a zatem sg uzyteczne do leczenia i zapo-
biegania chorobom drég oddechowych, takim jak astma, przewlekta obturacyjna choroba ptuc i prze-
wlekle zapalenie oskrzeli. Sg one réwniez przydatne do leczenia uszkodzen uktadu nerwowego
i przedwczesnego porodu.

Pochodna 2-(4-hydroksy-3-formyloamino)fenylo-2hydroksyetyloaminy, zgodnie z wynalazkiem
charakteryzuje sie tym, ze przedstawia ja wzor:

S0, 0

NHCHO

lub jej farmaceutycznie dopuszczalna sol.
Pochodna 2-(4-hydroksy-3-formyloamino)fenylo-2-hydroksyetyloaminy, zgodnie z wynalazkiem
charakteryzuje sie takze tym, ze przedstawia jg wzér:

00

NHCHO

w ktérym stereochemia przy *C i **C jest (RS) i (RS), (R) i (R), (R)i(S), (S)i (R) lub (S)i (S); lub jej
farmaceutycznie dopuszczalna sél.

Korzystnie, w zwigzku okreslonym powyzej stereochemia przy *C jest (R), a stereochemia przy
**C jest (R).

Korzystnie, w zwigzku okreslonym powyzej stereochemia przy *C jest (R) i stereochemia przy
**C jest (S).

Kompozycja farmaceutyczna, zgodnie z wynalazkiem charakteryzuje sie tym, ze zawiera farma-
ceutycznie dopuszczalny nosnik i terapeutycznie skuteczng ilos¢ zwigzku okreslonego wczesniej.

Korzystnie, kompozycja farmaceutyczna zawiera ponadto terapeutycznie skuteczng ilos¢ stero-
idowego leku przeciwzapalnego.
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Zwigzek okreslony wczesniej albo kompozycja farmaceutyczna okreslona wczesniej, stuzy do za-
stosowania jako lek, zwlaszcza jako lek do leczenia choroby, w ktérej posredniczy receptor
B2-adrenergiczny u ssakow.

Zwigzek okreslony wczesniej albo kompozycje farmaceutyczng okreslong wczesniej, stosuje sie
do wytwarzania leku do leczenia choroby, w ktérej posredniczy receptor f2-adrenergiczny u ssakow.

Korzystnie, lek jest przeznaczony do leczenia choroby drég oddechowych, a zwtaszcza astmy
lub przewlekitej obturacyjnej choroby ptuc.

KROTKI OPIS RYSUNKU

Na Fig. 1 zilustrowano synteze zwigzku wedtug wynalazku.
SZCZEGOLOWY OPIS WYNALAZKU

Przedmiotem wynalazku sg wielowigzace zwigzki, ktére sg agonistami receptora 2 adrener-
gicznego, kompozycje farmaceutyczne zawierajgce takie zwigzki oraz sposoby leczenia choréb
u ssakdéw, w ktére zaangazowany jest receptor 2 adrenergiczny. Jesli nie wskazano inaczej, okresle-
nia stosowane w opisie zwigzkow, kompozycji i sposobéw majg nastepujace znaczenia. Okreslenia
niezdefiniowane majg znaczenia znane w stanie techniki.

Okreslenie ,farmaceutycznie dopuszczalne sole” odnosi sie do soli, ktére utrzymujg biologiczng
skutecznos¢ i wiasnosci wielowigzacych zwigzkéw wedtug wynalazku i ktére nie sg niepozadane
z biologicznego lub innego punktu widzenia.

Farmaceutycznie dopuszczalne sole addycyjne z zasadami mozna wytworzy¢ z nieorganicz-
nych i organicznych zasad. Sole utworzone z nieorganicznymi zasadami obejmujg, na przykfad, sole
sodu, potasu, litu, sole amonowe, sole wapnia i magnezu. Sole utworzone z organicznymi zasadami
obejmujg, ale nie wytacznie, sole pierwszorzedowych, drugorzedowych i trzeciorzedowych amin, ta-
kich jak alkiloaminy, dialkiloaminy, trialkiloaminy, podstawione alkiloaminy, di(podstawione alkilo)aminy,
tri(podstawione alkilo)aminy, alkenyloaminy, dialkenyloaminy, trialkenyloaminy, podstawione alkenyloami-
ny, di(podstawione alkenylo)aminy, tri(podstawione alkenylo)aminy, cykloalkiloaminy, di(cykloalilo)aminy,
tri(cykloalkilo)aminy, podstawione cykloalkiloaminy, dipodstawione cykloalkiloaminy, tripodstawione
cykloalkiloaminy, cykloalkenyloaminy, di(cykloalkenylo)aminy, tri(cykloalkenylo)aminy, podstawione
cykloalkenyloaminy, dipodstawione cykloalkenyloaminy, tripodstawione cykloalkenyloaminy, arylo-
aminy, diaryloaminy, triaryloaminy, heteroaryloaminy, diheteroaryloaminy, triheteroaryloaminy,
heterocykliczne aminy, diheterocykliczne aminy, triheterocykliczne aminy, mieszane di- i tri-aminy,
w ktérych co najmniej dwa podstawniki w czesci aminowej sg rézne i sg wybrane z grupy obejmujacej
alkil, podstawiony alkil, alkenyl, podstawiony alkenyl, cykloalkil, podstawiony cykloalkil, cykloalkenyl,
podstawiony cykloalkenyl, aryl, heteroaryl, grupe heterocykliczng, itp. W zakres ten wchodzg rowniez
aminy, w ktérych dwa lub trzy podstawniki, razem z aminowym atomem azotu, tworza grupe heterocy-
kliczng lub heteroarylowa. Przyktady odpowiednich amin obejmuja, ale nie wytacznie, izopropyloamine,
trimetyloamine, dietyloamine, tri(izopropylo)amine, tri(n-propylo)amine, etanoloamine, 2-dimetyloamino-
etanol, trometamine, lizyne, arginine, histydyne, kafeine, prokaine, hydrabamine, choline, betaine,
etylenodiamine, glukozamine, N-alkiloglukaminy, teobromine, puryny, piperazyne, piperydyne, morfo-
line, N-etylopiperydyne, itp.

Farmaceutycznie dopuszczalne sole addycyjne z kwasem mozna wytworzyé z nieorganicznymi
lub organicznymi kwasami. Sole pochodzace od nieorganicznych kwaséw obejmujg sole z kwasem
solnym, bromowodorowym, siarkowym, azotowym, fosforowym, itp. Kwasy organiczne, z ktorymi
mozna tworzy¢ sole, obejmujg kwas octowy, kwas propionowy, kwas glikolowy, kwas pirogronowy,
kwas szczawiowy, kwas jabtkowy, kwas malonowy, kwas bursztynowy, kwas maleinowy, kwas fuma-
rowy, kwas winowy, kwas cytrynowy, kwas benzoesowy, kwas cynamonowy, kwas migdatowy, kwas
metanosulfonowy, kwas etanosulfonowy, kwas p-tolueno-sulfonowy, kwas salicylowy, kwas naftoeso-
wy, kwas 2-hydroksynaftoesowy, itp.

Okreslenie ,farmaceutycznie dopuszczalny kation” odnosi sie do kationu farmaceutycznie do-
puszczalnej soli.

Okreslenie ,grupa ochronna” lub ,grupa blokujgca” odnosi sie do kazdej grupy, ktéra, gdy jest
zwigzana z jedng lub wiecej grupg aminowg zwigzku (tacznie z jego zwigzkami posrednimi), chroni te
grupy przed reakcja, ktéra mogtaby wystapic, przy czym grupe ochronng mozna usunaé¢ konwencjo-
nalnymi metodami chemicznymi lub enzymatycznymi, przywracajgc grupe aminowg (Patrz. T.W. Greene
i P.G.H. Wuts, ,Protective Groups in Organic Synthesis”, wyd. 2). Stosowanie konkretnych usuwal-
nych grup blokujacych nie jest krytyczne.
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Korzystne usuwalne grupy blokujgce grupe aminowa obejmujg konwencjonalne podstawniki,
takie jak t-butoksykarbonyl (t-BOC), benzyloksykarbonyl (CBZ), fluorenylometoksykarbonyl (FMOC),
alliloksykarbonyl (ALOC), itp., ktdre mozna usung¢ w konwencjonalnych warunkach zgodnych z cha-
rakterem produktu.

Okreslenie ,leczenie” odnosi sie do leczenia stanu patologicznego u ssaka, a zwtaszcza u cztowie-
ka, ktére obejmuje:

(i) zapobieganie wystgpieniu stanu patologicznego u pacjenta, na ktéry pacjent moze by¢ nara-
zony, ale ktérego jeszcze nie zdiagnozowano, a zatem leczenie takie obejmuje leczenie profilaktyczne
danego stanu chorobowego;

(i) hamowanie stanu patologicznego, tzn. powstrzymanie jego rozwoju;

(iii) fagodzenie stanu patologicznego, tj. spowodowanie regresji stanu patologicznego; lub

(iv) tagodzenie stanéw zwigzanych ze stanem patologicznym.

Okreslenie ,terapeutycznie skuteczna ilos¢” odnosi sie do ilosci wielowigzacego zwigzku, ktéra
przy podawaniu potrzebujgcym tego ssakom jest skuteczna w leczeniu opisanych powyzej stanow.
Terapeutycznie skuteczna ilos¢ zmienia sie w zaleznosci od pacjenta i leczonego stanu chorobowego,
ciezaru ciafa i wieku pacjenta, zaawansowania leczonego stanu, sposobu podawania itp., i bedzie
tatwa do okreslenia dla specjalisty w tej dziedzinie techniki.

Zwigzki wedtug wynalazku istniejg w postaci stereoizomerycznej:

OHH

N

N
HO H

NHCHO OH

Typowo zatem, stereochemia przy *C jest (RS) i stereochemia przy **C jest (RS), lub stereo-
chemia przy *C jest (R) i stereochemia przy **C jest (R), lub stereochemia przy *C jest (S) i stereo-
chemia przy **C jest (S), lub stereochemia przy *C jest (R) i stereochemia przy **C jest (S), lub ste-
reochemia przy *C jest (S) i stereochemia przy **C jest (R).

OGOLNY SCHEMAT SYNTEZY

Zwigzki wedtug wynalazku mozna wytworzyé sposobem przedstawionym na ponizszym sche-
macie reakcji.

Stosowane do wytwarzania tych zwigzkéw substancje wyjsciowe i reagenty sg dostepne u do-
stawcow, takich jak Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, Wisconsin, USA), Bachem (Torrance, Kalifor-
nia, USA), Emka-Chemie lub Sigma (St. Louis, Missouri, USA) lub mozna je wytworzy¢ sposobami
znanymi specjalistom w tej dziedzinie techniki, opisanymi w publikacjach takich jak Fieser and Fieser's
Reagents for Organic Synthesis, Vol. 1-15 (John Wiley and Sons, 1991); Rodd's Chemistry of Carbon
Compounds, Vol. 1-5 and Supplementals (Elsevier Science Publishers, 1989), Organic Reactions,
Vol. 1-40 (John Wiley and Sons, 1991), March's Advanced Organic Chemistry (John Wiley and Sons,
wyd. 4) i Larock's Comprehensive Organic Transformations (VCH Publishers Inc., 1989).

Substancje wyjsciowe i zwigzki posrednie w reakcji w razie potrzeby mozna wyodrebni¢ i oczy-
$ci¢ konwencjonalnymi sposobami, obejmujacymi, ale nie wylacznie, sgczenie, destylacje, krystaliza-
cje, chromatografie, itp. Substancje takie mozna scharakteryzowaé konwencjonalnymi metodami,
obejmujacymi parametry fizyczne i dane spektralne.

Nalezy ponadto rozumie¢, ze gdy podano typowe lub korzystne warunki sposobu (tj. temperatu-
ry reakcji, czasy, stosunki molowe reagentéw, rozpuszczalniki, cisnienia, itd.), jesli wyraznie nie wska-
zano inaczej, mozna réwniez stosowaé inne warunki. Optymalne warunki reakcji mogg zmienia¢ sie
w zaleznosci od konkretnych stosowanych reagentow lub rozpuszczalnikéw, ale bedg one tatwe do
okreslenia dla specjalisty w tej dziedzinie techniki na drodze rutynowej optymalizaciji.

Dla specjalistow w tej dziedzinie techniki oczywiste réwniez bedzie, ze w celu zabezpiecze-
nia niektorych grup funkcyjnych przed niepozgdanymi reakcjami, konieczne moze by stosowanie
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konwencjonalnych grup ochronnych. Wyb6r odpowiedniej grupy ochronnej dla konkretnej grupy funk-
cyjnej, jak réwniez warunki ochrony i odblokowania sg dobrze znane w technice. Przykladowo, wiele
grupy ochronnych oraz ich wprowadzanie i usuwanie opisano np. w publikacji T.W. Greene i G.M.
Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis, wydanie drugie, Wiley, Nowy Jork, 1991, i w cytowanej
tam literaturze.

Przedstawiony schemat stanowi jedynie ilustracje niektérych sposobéw, ktorymi mozna zsynte-
tyzowaé zwigzki wedtug wynalazku. Do schematu tego mozna wprowadza¢ r6zne modyfikacje ktére
beda oczywiste dla specjalisty w tej dziedzinie techniki na podstawie przedstawionego ujawnienia.

0
A‘JJH/OH + PG,PG,N—AP-W-HNPG, PG,pG,N-w-A#-nNQ?\Ns
OH
1 1 2=
r ' OH PG, OH
ff'.’ffi PG;PG,N-—W—NZ—-NPG-.\)\N:‘——""PG1HN"W‘A'2“|8‘\’/l\A,3
13 14
o
; Ar‘.)l\pBr OH PG, PG, OH OH OH
6 A,Q\/N-W—Ar’—N AP —— AryK,,N"W"Arz—NH )\Afs
" redukeja L M

Na schemacie tym Ar' oznacza 4-hydroksy-3-formyloaminofenyl, Ar* oznacza 1,4-fenylen, Ar®
oznacza fenyl, a W oznacza -CH,-CH,-.

Diamine o wzorze 11 (w ktérym PG; i PG, oznaczajg odpowiednie grupy ochronne dla grupy
aminowej, ktdre mozna selektywnie usuna¢) kondensuje sie z glioksalem o wzorze 2, a nastepnie
wytworzong imine o wzorze 12 redukuje sie odpowiednim czynnikiem redukujacym, takim jak diboran,
w odpowiednich rozpuszczalnikach reakcyjnych, takich jak tetrahydrofuran, i uzyskuje sie zwigzek
0 wzorze 13. Zwigzki o wzorze 11 mozna wytworzy¢ sposobami przedstawionymi na fig. 14.

Zwigzek 15 poddaje sie reakcji z alfa-bromoacetofenonem o wzorze 6, a nastepnie grupe keto-
nowg redukuje sie, uzyskujac zwigzek o wzorze 16. Reakcje te prowadzi sie w warunkach dobrze
znanych w technice. Nastepnie, po usunieciu grupy ochronnej dla grupy aminowej uzyskuje sie zwig-
zek o wzorze (). Warunki usuwania grupy ochronnej zaleza od charakteru stosowanej grupy ochron-
nej. Przyktadowo, jesli grupg ochronna jest grupa benzylowa, usuwa sie jg w warunkach reakcji katali-
tycznego uwodornienia.

Zastosowanie, badanie i podawanie
Zastosowanie

Zwigzki wielowigzace wedtug wynalazku sg agonistami lub czesciowymi agonistami receptora
B2 adrenergicznego. A zatem zwigzki wielowigzace i kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku
sg przydatne do leczenia i zapobiegania chorobom, w ktérych posredniczy receptor p2 adrenergiczny,
takim jak astma, przewlekta obturacyjna choroba ptuc, zapalenie oskrzeli, itp. Sg one takze uzyteczne
do leczenia urazéw ukfadu nerwowego i przedwczesnego porodu. Uwaza sie réwniez, ze zwigzki we-
diug wynalazku sg przydatne do leczenia zaburzen metabolicznych, takich jak otyto$¢, cukrzyca, itp.
Badanie

Aktywnos¢ agonistyczng zwigzkéw o wzorze (I) wobec receptora f2 adrenergicznego mozna
wykazac¢ w ré6znych badaniach in vitro znanych specjalistom w tej dziedzinie techniki, takich jak bada-
nia biologiczne opisane w przyktadach 1 i 2. Zwigzki mozna réwniez bada¢ ex vivo, jak opisali D. Ball
i in., w ,Salmeterol a Novel, Long-acting beta 2-Adrenergic Agonist: Characterization of Pharmacologi-
cal Activity in Vitro and in Vivo”, Br. J. Pharmacol., 104, 665-671 (1991); A. Linden i in., ,Salmeterol, For-
moterol and Salbutamol in the Isolated Guinea-Pig Trachea: Differences in Maximum Relaxant Effect
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and Potency but not in Functional Atagonism. Thorax, 48, 547-553 (1993); i A.T. Bials i in., Investiga-
tions into Factors Determining the Durations of Action of the Beta 2-Adrenoceptor Agonist, Salmeterol.
Br. J. Pharmacol., 108, 505-515 (1993); lub w badaniach in vivo, jak opisali D.I. Ball i in., w ,Salmet-
erol a Novel, Long-acting beta 2-Adrenergic Agonist: Characterization of Pharmacological Activity in
Vitro and in Vivo”, Br. J. Pharmacol., 104, 665-671 (1991); H. Kikkawa i in., , TA-2005, a Novel, Long-acting
and Selective Beta 2-Adrenoceptor Agonist: Characterization of its in vivo Bronchodilating Action in
Guinea Pigs and Cats in Comparison with other Beta 2-Agonists”, Biol. Pharm. Bull., 17, 1047-1052,
(1994); oraz G.P. Anderson, ,Formoterol: Pharmacology, Molecular basis of Agonism and Mechanism
of Long Duration of a Highly Potent and Selective Beta 2-Adrenoceptor Agonist Bronchodilator”, Life
Sciences, 52, 2145-2160, (1993).

Kompozycije farmaceutyczne

Gdy zwigzki wedtug wynalazku stosuje sie jako srodki farmaceutyczne, na og6t podaje sie je
w postaci kompozycji farmaceutycznych. Zwigzki te mozna podawac¢ réznymi drogami, obejmujacymi
podawania doustne, doodbytnicze, przezskérne, podskérne, dozylne, domiesniowe i przez inhalacje
(np. donosowa lub doustng). Zwigzki te sg skuteczne jako kompozycje do wstrzykiwania, do inhalacji
i do podawania doustnego. Kompozycje takie wytwarza sie sposobami znanymi specjalistom w tej
dziedzinie techniki i zawierajg one co najmniej jeden zwigzek aktywny. Korzystnym sposobem poda-
wania zwigzkéw wedtug wynalazku jest inhalacja. Jest to skuteczny srodek dostarczania srodka lecz-
niczego bezposrednio do dr6g oddechowych w leczeniu choréb takich jak astma i inne podobne lub
pokrewne zaburzenia dr6g oddechowych (patrz, patent USA nr 5,607,915). Wynalazek obejmuje row-
niez kompozycje farmaceutyczng, ktora jako sktadnik aktywny zawiera terapeutycznie skuteczng ilos¢
zwigzku wedtug wynalazku w potaczeniu z farmaceutycznie dopuszczalnymi nosnikami. Przy wytwa-
rzaniu kompozycji wedtug wynalazku skfadnik aktywny zwykle miesza sie z substancjg pomocnicza,
rozciencza sie substancjg pomocnicza, albo zamyka wewnatrz nosnika, ktéry moze by¢ w postaci
kapsutki, saszetki, bibuty lub innego pojemnika. Gdy substancja pomocnicza petni funkcje rozcien-
czalnika, moze to by¢ substancja stata, poétstata lub ciekta, ktéra jest nosnikiem lub osrodkiem dla
sktadnika aktywnego. Tak wiec, kompozycje mogg by¢ w postaci tabletek, pigutek, proszkéw, pasty-
lek, saszetek, kotaczykow, eliksiréw, zawiesin, emulsji, roztworéw, syropéw, aerozoli (w postaci statej
lub w ciektym osrodku), masci, zawierajacych, na przyktad, do 10% wagowych zwigzku aktywnego,
miekkich i twardych kapsutek zelatynowych, czopkoéw, sterylnych roztworéw do wstrzykiwania i steryl-
nie opakowanych proszkéw.

Przy wytwarzaniu kompozycji konieczne moze by¢ zmielenie zwigzku aktywnego w celu uzy-
skania czgstek o odpowiedniej wielkosci przed potaczeniem z innymi skfadnikami. Gdy zwigzek ak-
tywny jest zasadniczo nierozpuszczalny, na ogét miele sie go na czastki o wielkosci ponizej 200 mesh.
Gdy zwigzek aktywny jest zasadniczo rozpuszczalny w wodzie, w celu zapewnienia réwnomiernego
rozktadu w kompozycji, zwigzek miele sie na czastki o wielkosci np. okoto 40 mesh.

Przyktady odpowiednich substancji pomocniczych obejmujg laktoze, dekstroze, sacharoze, sor-
bitol, mannitol, skrobie, gume arabska, fosforan wapnia, alginiany, zywice tragakantowa, zelatyne,
krzemian wapnia, mikrokrystaliczng celuloze, poliwinylopirolidon, celuloze, sterylng wode, syrop i metylo-
celuloze. Kompozycje moga ponadto zawiera¢: srodki poslizgowe, takie jak talk, stearynian magnezu
i olej mineralny; srodki zwilzajace; substancje emulgujace i zawieszajace; srodki konserwujace, takie
benzoesan metylu i hydroksypropylu; substancje stodzace; oraz substancje smakowo-zapachowe.
Kompozycje wedtug wynalazku mozna formutowa¢ sposobami znanymi w technice tak, aby uzyskac
szybkie, przedtuzone lub opéznione uwalnianie sktadnika aktywnego po podaniu go pacjentowi.

Kompozycje korzystnie formutuje sie w postaci dawek jednostkowych. Okreslenie ,posta¢ dawki
jednostkowej” odnosi sie do fizycznie odrebnych jednostek odpowiednich jako pojedyncze dawki dla
ludzi i innych ssakdéw, przy czym kazda z takich dawek zawiera ustalong ilos¢ sktadnika czynnego,
odpowiednig do uzyskania zadanego skutku leczniczego, w potaczeniu z odpowiednig farmaceutycz-
ng substancjg pomocnicza. Korzystnie, zwigzek o wzorze (l) stosuje sie w ilosci nie wiekszej niz okoto
20% wagowych, bardziej korzystnie nie wiecej okoto 15% wagowych kompozycji farmaceutycznej, zas
uzupetnienie stanowi(g) farmaceutycznie obojetny(e) nosnik(i).

Zwigzek aktywny jest skuteczny w szerokim zakresie dawek i na ogét podaje sie go w farma-
ceutycznie skutecznej ilosci. Przykltadowo, gdy lek podaje sie przez inhalacje, kazda dawka zawiera
od okoto 1 pg do okoto 1000 ng, korzystnie okoto 2 pug do okoto 500 g, bardziej korzystnie okoto 5 pg
do okoto 100 pg, a jeszcze korzystniej okoto 5 pg do okoto 60 pg sktadnika aktywnego. Nalezy jednakze
rozumiec, ze ilos¢ zwigzku podawanego pacjentowi ustalona bedzie przez lekarza prowadzacego na
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podstawie towarzyszacych okolicznosci obejmujacych stan, ktéry ma by¢ leczony, wybrang droge
podawania, konkretny podawany zwigzek i stopien jego aktywnosci, wiek, ciezar i reakcje konkretnego
pacjenta, zaawansowanie objawéw choroby, itp. Ponadto, zwigzek wedtug wynalazku mozna réwniez
podawac profilaktycznie, na przyktad kompozycje farmaceutyczng zawierajacg zwigzek wedtug wyna-
lazku mozna podawac przed rozpoczeciem sie skurczu oskrzeli przy ataku astmy w celu zapobiezenia
jego wystgpieniu lub zmniejszenia jego nasilenia.

Przy wytwarzaniu statych kompozycji, takich jak tabletki, gtéwny sktadnik aktywny miesza sie
z farmaceutyczng substancjg pomocniczg i uzyskuje sie kompozycje wstepng zawierajagcg homoge-
niczng mieszanine zwigzku wedtug wynalazku. Gdy kompozycje okresla sie mianem ,homogenicznej”,
rozumieé¢ przez to nalezy, ze sktadnik aktywny jest zdyspergowany w jednorodny sposéb w catej kom-
pozycji, a zatem kompozycje mozna tatwo podzieli¢ na réwnie skuteczne dawki jednostkowe, takie jak
tabletki, pigutki i kapsutki. Nastepnie statg kompozycje wstepng dzieli sie na dawki jednostkowe, jak
opisane powyzej, zawierajagce sktadnik aktywny wedtug wynalazku.

Tabletki lub pigutki wedtug wynalazku mozna pokrywaé powtoczka lub preparowaé w inny spo-
s6b, uzyskujac postaé uzytkowg o korzystnym przedtuzonym dziataniu. Przyktadowo, tabletki lub pi-
gutki moga obejmowac sktadnik wewnetrzny i zewnetrzny, z ktérych ten ostatni stanowi ostone dla
tego pierwszego. Dwa wymienione sktadniki mozna oddzieli¢ warstwag rozpuszczajaca sie w jelitach,
ktora stuzy jako ochrona przed rozktadem w zotadku i pozwala sktadnikowi wewnetrznemu na dotarcie
W nienaruszonym stanie do dwunastnicy lub na opéznione uwolnienie. Na rozpuszczajgce sie w jeli-
tach warstwy lub powtoczki mozna stosowaé rézne materiaty, ktére obejmujg wiele kwaséw polimero-
wych oraz mieszaniny kwasow polimerowych z materiatami takimi jak szelak, alkohol cetylowy i octan
celulozy.

Ciekte postaci do podawania doustnego i do wstrzykiwania, obejmujgce nowe kompozycje we-
diug wynalazku, obejmujg wodne roztwory, syropy zawierajgce odpowiednie substancje smakowo-
-zapachowe, wodne lub olejowe zawiesiny, aromatyzowane emulsje z jadalnymi olejami, takimi jak
olej kukurydziany, olej z nasion bawetny, olej sezamowy, olej kokosowy lub olej arachidowy, jak réw-
niez eliksiry i podobne farmaceutyczne rozcienczalniki.

Kompozycje do inhalacji lub wdmuchiwania obejmujg roztwory i zawiesiny w farmaceutycznie
dopuszczalnych wodnych lub organicznych rozpuszczalnikach, lub ich mieszaninach, oraz proszki
(patrz patent USA nr 5,983,956). Ciekfe lub state kompozycje moga zawiera¢ odpowiednie farmaceu-
tycznie dopuszczalne substancje pomocnicze, jak opisano powyzej. W celu dziatania miejscowego lub
ogolnoustrojowego korzystnie kompozycje podaje sie doustnie lub donosowo do drég oddechowych.
Kompozycje w odpowiednich do stosowania farmaceutycznego rozpuszczalnikach mozna rozpylac
stosujac obojetne gazy. Roztwory do rozpylania mozna wdychaé¢ bezposrednio z urzadzenia do rozpy-
lania, lub do urzadzenia moze by¢ dotagczony namiot z maskg na twarz, lub aparat do sztucznego
oddychania przy dodatnim cisnieniu z przerwami. Roztwory, zawiesiny lub kompozycje proszkowe
mozna podawac, korzystnie doustnie lub donosowo, z urzgdzen dostarczajacych takie kompozycije
w odpowiedni sposéb (patrz patenty USA nr nr 5,919,827 i 5,972,919).

Ponadto, przy leczeniu choréb drég oddechowych kompozycje farmaceutyczne wedtug wyna-
lazku, zawierajgce jeden lub wiecej zwigzkéw wedtug wynalazku, mozna podawaé¢ w kombinacji
z innym odpowiednim lekiem, na przyktad z odpowiednim steroidowym lekiem przeciwzapalnym, takim
jak na przyktad budesonid, flukatizon, beklametazon. Gdy stosuje sie terapie skojarzona, kompozycje
wedtug wynalazku zawierajacg zwigzek(ki) wedtug wynalazku oraz steroidowy lek przeciwzapalny
mozna podawaé jednoczesnie, kolejno lub oddzielnie. Kazdy ze stosowanych w terapii skojarzonej
sktadnikow stosuje sie w ilosci wystarczajacej dla zamierzonego celu. Przykladowo, steroidowe leki
przeciwzapalne stosuje sie w ilosciach wystarczajgcych do zmniejszenia zapalenia in vivo. Zwigzki
bedace agonistami /czesciowymi agonistami receptora 2 adrenergicznego wedtug wynalazku stosuje
sie w ilosci wystarczajgcej do wywotania zwiotczenia tkanki miesni gtadkich, np. w oskrzelach.

Korzystnie, dawki zwigzkéw wedtug wynalazku mieszcza sie w zakresie od okoto 1 ug do okoto
1000 ng, bardziej korzystnie od okoto 2 pg do okoto 500 pg, jeszcze bardziej korzystnie od okoto 5 pg
do okoto 100 pg, a najkorzystniej od okoto 5 ng do okoto 60 um na dawke. Dawki steroidowego leku
przeciwzapalnego korzystnie mieszczg sie w zakresie od okoto 50 do 4800 ng, a bardziej korzystnie
okoto 100 pg do okoto 1600 ug. Jak poprzednio, konkretna dawka bedzie zaleze¢ od pacjenta (wiek,
ciezar ciata itd.) i zaawansowania choroby (tagodna, $rednia, powazna). Kompozycje farmaceutyczng
zawierajgcq dwa sktadniki aktywne mozna wytworzy¢ tak, aby leki podawane byly jednoczesnie.
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PRZYKLADY

W celu lepszego zrozumienia wynalazku i mozliwosci jego przeprowadzenia zamieszczono na-
stepujace przykfady. Przyktady te podano jedynie w celach ilustracyjnych i w zaden sposéb nie ogra-
niczajg one zakresu wynalazku.

Stosowane w ponizszych przyktadach skroty majg nastepujgce znaczenia. Jesli nie zaznaczono
inaczej, wszystkie temperatury podano w stopniach Celsjusza. Gdy nie podano okreslenia danego
skrétu, ma on ogélnie przyjete znaczenie.

A = Angstremy

cm = Centymetr

DCC = Dicykloheksylokarbodiimid

DMF = N,N-dimetyloformamid

DMSO = sulfotlenek dimetylu

g = Gram

HPLC = wysokosprawna chromatografia cieczowa
MEM = Minimalna pozywka podstawowa
mg = Miligram

MIC = Minimalne stezenie hamujace
min. = Minuta

mi = Mililitr

mm = Milimetr

mmol = Milimol

N = Normalny

THF = Tetrahydrofuran

ul = Mikrolity

pum = mikrometry

rt = Temperatura pokojowa

Rf = wspotczynnik opdznienia

NMR = Magnetyczny rezonans jgdrowy
ESMS = widmo mas z elektrorozpylaniem

ppm = czesci ha milion
Przyktad syntezy

Synteza 1-{2-[N-2-(4-hydroksy-3-formyloaminofenylo)-2-(RS)-hydroksyetylo]laminoetylo}-4-[N-(2-fe-
nylo-2-(RS)-hydroksyetylo)amino]fenylu (zgodnie z Fig. 1)

OH
H
N

HO N
NHCHO H OH

Etap 1
Roztwér 2-(4-aminofenylo)etyloaminy 25 (4,70 ml, 36,7 mmola), benzaldehydu (7,46 ml,

73,4 mmola) i 4 A sit molekularnych (18 g) w toluenie (180 ml) ogrzewano do wrzenia pod chiodnicg
zwrotng przez 3 godziny. Mieszanine reakcyjng oziebiono i przesaczono. Przesacz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem i otrzymano zwigzek 58 (95% wydajnosci).
Etap 2

Do oziebionego roztworu 1-(4-benzyloiminofenylo)-2-benzyloiminoetanu (2,00 g, 6,40 mmola)
w etanolu (150 ml) w fazni lodowej w atmosferze azotu powoli dodano borowodorku sodu (361 mg,
9,50 mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze 0°C, po czym powoli ogrzano do tem-
peratury pokojowej. Reakcje przerwano przez powolne dodanie ukiadu 50% metanol/TFA (5 ml),
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a nastepnie mieszanine zatezono pod zmniejszonym cishieniem. Otrzymang pozostato$¢ rozpuszczono
w EtOAc i przemyto 0,1M NaOH. Po wysuszeniu nad Na,SO, faze organiczng zatezono pod préznig
i pozostatos¢ oczyszczono metoda szybkiej chromatografii na zelu krzemionkowym, stosujac uktad
octan etylu/heksany jako eluent. Otrzymano zwigzek 59 (80% wydajnosci).
Etap 3

Do roztworu zwigzku 59 (3,4 g, 10,8 mmola) w dimetyloformamidzie (150 ml) w temperaturze
pokojowej dodano 1-benzyloksy-4-bromoacetylo-2-nitrobenzenu 66 (3,76 g, 10,8 mmola) [wytworzony
sposobem opisanym w Chem. Bull., 25, 1368-1377 (1997)]. Po 28 godzinach mieszanine reakcyjng
rozcienczono eterem i przemyto rozcienczonym roztworem wodnego chlorku sodu. Warstwe orga-
niczng oddzielono i wysuszono nad siarczanem sodu, przesaczono i zatezono, uzyskujgc surowy olej.
Po oczyszczeniu metodg chromatografii kolumnowej, z uktadem heksan:octan etylu jako eluentem,
otrzymano zwigzek 67 (95% wydajnosci).
Etap 4

Do roztworu zwigzku 67 (4,0 g, 6,80 mmola) w etanolu (500 ml) powoli w porcjach w ciagu
30 minut w atmosferze azotu dodano borowodorku sodu (1 g, 26,50 mmola). Po 6 godzinach miesza-
nine reakcyjng wygaszono powoli dodajgc nasyconego wodnego roztworu chlorku amonu. Roztwor
rozcienczono 1N roztworem wodorotlenku sodu, octanem etylu i heksanami. Warstwe organiczng
oddzielono, wysuszono nad siarczanem sodu, przesaczono i zatezono, uzyskujgc zwigzek 68 w po-
staci oleju, ktéry stosowano w nastepnym etapie bez dalszego oczyszczania.
Etap 5

Do mieszaniny zwigzku 68 (3,6 g, 6,1 mmola) i weglanu potasu (3,0 g, 9,2 mmola) w dimetylo-
formamidzie (100 ml) w porcjach dodano alfa-bromoacetofenonu (1,28 g, 6,4 mmola). Mieszanine
reakcyjng ogrzewano przez noc w temperaturze 65°C. Dodano jeszcze porcje alfa-bromoacetofenonu
(0,25 g, 1,25 mmola) i ogrzewano dalej. Po 18 godzinach mieszanine reakcyjng oziebiono do tempe-
ratury pokojowej i dodano etanolu (50 ml). Dodano borowodorku sodu (1,0 g, 26,5 mmola) i mieszano
jeszcze przez 2,5 godziny. Mieszanine reakcyjng zatezono, a nastepnie dodano metanolu i nadmiar
wodorku wygaszono dodatkiem nasyconego roztworu chlorku amonu. Mieszanine reakcyjng rozcien-
czono octanem etylu i eterem. Warstwe organiczng oddzielono, wysuszono nad siarczanem sodu,
przesaczono i zatezono. Surowy olej oczyszczono metodg chromatografii, eluujgc mieszaning octan
etylu/heksany, i otrzymano zwigzek 69.
Etap 6

Do roztworu zwigzku 69 (0,73 g, 1,0 mmola) w mieszaninie metanolu (20 ml), 6N kwasu solne-
go (1 ml) i wody (2 ml) dodano sproszkowanego zelaza (0,56 g, 10,0 mmola). Mieszanine reakcyjng
ogrzewano w temperaturze 90°C przez 1,5 godziny, nastepnie oziebiono do temperatury pokojowej
i pozostawiono do odstania przez noc. Dodano metanolu i brgzowy osad i nieprzereagowane zelazo
odsaczono. Przesacz zatezono pod zmniejszonym cisnieniem i otrzymano zwigzek 70 w postaci bra-
zowej substancji statej, ktérg stosowano w nastepnym etapie bez dalszego oczyszczania.
Etap 7

Zwigzek 70 w temperaturze pokojowej rozpuszczono w przygotowanym uprzednio roztworze
bezwodnika octowego (5 ml) i kwasu mrowkowego (3 ml). Po 3 godzinach mieszanine reakcyjng roz-
cienczono octanem etylu i odparowano do suchosci. Dodano metanolowego roztworu 0,5M wodoro-
tlenku sodu i mieszanine reakcyjng mieszano przez 6 godzin w temperaturze pokojowej. Mieszanine
reakcyjng potraktowano 1IN roztworem kwasu solnego w metanolu, po czym zatezono do suchosci.
Pozostato$¢ ponownie rozpuszczono w metanolu i przesaczono. Przesacz zatezono i otrzymano
zwigzek 71 w postaci brgzowej pozostatosci, ktérg stosowano w nastepnym etapie bez dalszego
oczyszczania.
Etap 8

Do zawiesiny zwigzku 71 w metanolu (120 ml) i dimetyloformamidzie (80 ml) dodano palladu na
weglu (10%, 0,5 g). Mieszanine reakcyjng przedmuchano gazowym azotem i mieszano przez noc
w atmosferze wodoru (1 atmosfera) w temperaturze pokojowej. Mieszanine przesaczono, przesacz
zatezono i otrzymano surowy produkt, ktory oczyszczono metodg HPLC (acetonitryl/woda/1% TFA).
Otrzymany surowy produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej z uktadem meta-
nol/chlorek metylenu/1% izopropyloamina jako eluentem i otrzymano zadany zwigzek 1-{2-[N-2-(4-hydro-
ksy-3-formyloaminofenylo)-2-(RS)-hydroksyetylo]-aminoetylo}-4-[N-(2-fenylo-2-(RS)-hydroksyetylo)ami-
nolfenyl 72.
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Przyktady kompozyciji

Przyktad 1

Wytworzono twarde kapsutki zelatynowe zawierajace nastepujace skiadniki:
Sktadnik llo$¢ (ma/kapsutke)
Sktadnik aktywny 30,0

Skrobia 305,0

Stearynian magnezu 5,0

Powyzsze sktadniki zmieszano i napetniono twarde kapsutki zelatynowe iloscig 340 mg.
Przyktad 2

Kompozycje w postaci tabletki wytworzono z ponizszych sktadnikow:

Sktadnik llo$é (mg/tabletke)
Sktadnik aktywny 25,0

Celuloza, mikrokrystaliczna 200,0

Koloidalny ditlenek krzemu 10,0

Kwas stearynowy 5,0

Sktadniki zmieszano i sprasowano na tabletki, z ktérych kazda miata ciezar 240 mg.
Przyktad 3

Wytworzono kompozycje w postaci suchego proszku do inhalacji zawierajgca nastepujace
skfadniki:

Skiadnik % wagowy
Sktadnik aktywny 5
Laktoza 95

Sktadnik aktywny zmieszano z laktozg i mieszanine wprowadzono do aparatu do inhalacji su-
chego proszku.

Przyktad 4

Tabletki, z ktérych kazda zawierata 30 mg skfadnika aktywnego, wytworzono w nastepujacy
sposéb:

Sktadnik llo$¢é (mg/tabletke)

Sktadnik aktywny 30,0 mg

Skrobia 45,0 mg

Mikrokrystaliczna celuloza 35,0 mg

Poliwinylopirolidon 4,0 mg

(jako 10% roztwér w sterylnej wodzie)

S6l sodowa karboksymetyloskrobi 4,5mg

Stearynian magnezu 0,5mg

Talk 1.0mg

tacznie 120,0 mg

Sktadnik aktywny, skrobie i celuloze przepuszczono przez sito Nr 20 mesh U.S. i dokladnie
zZmieszano. Z wytworzonym proszkiem zmieszano roztwér poliwinylopirolidonu, a nastepnie przepuszczo-
no przez sito 16 mesh U.S. Tak wytworzone granulki wysuszono w temperaturze 50°C do 60°C
i przepuszczano przez sito 16 mesh U.S. Sél sodowa karboksymetyloskrobi, stearynian magnezu i talk
przepuszczono przez sito Nr 30 mesh, a nastepnie dodano do granulek, ktére po wymieszaniu spra-
sowano w tabletkarce i otrzymano tabletki, z ktérych kazda miata ciezar 120 mg.

Przyktad 5

Kapsuiki, z ktérych kazda zawierata 40 mg leku, wytworzono, jak nastepuje:
Sktadnik llo$¢ (ma/kapsutke)
Sktadnik aktywny 40,0 mg
Skrobia 109,0 mg
Stearynian magnezu 1,0 mg
tacznie 150,0 mg

Sktadnik aktywny, skrobie i stearynian magnezu zmielono, przepuszczono przez sito Nr 20 mesh
i napetniono twarde kapsutki zelatynowe, z ktérych kazda miata ciezar 150 mg.

Przyktad 6
Czopki, z ktérych kazdy zawierat 25 mg skfadnika aktywnego, wytworzono, jak nastepuje:
Sktadnik llos¢

Sktadnik aktywny 25 mg
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Glicerydy nasyconych kwaséw ttuszczowych do 2000 mg

Sktadnik aktywny przepuszczono przez sito Nr 60 mesh U.S. i zawieszono w glicerydach nasy-
conych kwasow ttuszczowych, uprzednio stopionych, przy uzyciu minimalnej ilosci koniecznego ciepta.
Nastepnie mieszanine przelano do formy czopkowej 0 nominalnej pojemnosci 2,0 g i pozostawiono do

oziebienia.
Przyktad 7
Zawiesiny, z ktérych kazda zawierata 50 mg leku na dawke 5,0 ml, wytworzono, jak nastepuje:
Sktadnik llos¢
Sktadnik aktywny 50,0 mg
Zywica ksantanowa 4,0 mg
S6l sodowa karboksymetylocelulozy (11%), 50,0 mg
Mikrokrystaliczna celuloza (89%)
Sacharoza 1,75 mg
Benzoesan sodu 10,0 mg
Substancje smakowo-zapachowe i koloryzujace w razie potrzeby
Oczyszczona woda do 5 ml

Sktadnik aktywny, sacharoze i zywice ksantanowg zmieszano, przepuszczono przez sito Nr 10
mesh U.S., a nastepnie z mieszano z wytworzonym uprzednio roztworem mikrokrystalicznej celulozy
i soli sodowe] karboksymetylocelulozy w wodzie. Nastepnie podczas mieszania dodano benzoesan
sodu, substancje smakowo-zapachowe i koloryzujace i rozcienczono niewielkg iloscig wody. Nastep-
nie dodano wody w ilosci wystarczajacej do zadanej objetosci.

Przyktad 8

Kompozycje wytworzono, jak nastepuije:

Skiadnik llo$¢ (ma/kapsutke)
Sktadnik aktywny 15,0 mg
Skrobia 407,0 mg
Stearynian magnezu 3,0mg
tacznie 425,0 mg

Sktadnik aktywny, skrobie i stearynian magnezu zmieszano, przepuszczono przez sito Nr 20
mesh U.S. i napetniono twarde kapsuitki zelatynowe, z ktérych kazda miata ciezar 425 mg.

Przyktad 9

Kompozycje wytworzono, jak nastepuje:

Skfadnik llosé
Sktadnik aktywny 5,0 mg
Olej kukurydziany 1,0 ml

Przyktad 10
Kompozycje do podawania miejscowego wytworzono, jak nastepuije:

Skfadnik llosé
Sktadnik aktywny 1-10g
Emulgujacy wosk 30g
Ciekta parafina 20g
Biata wazelina do 100 g

Biata wazeline ogrzewano az do stopienia. Nastepnie wprowadzono cieklg parafine i emulguja-
cy wosk i mieszano az do rozpuszczenia. Dodano skladnik aktywny i mieszano az do zdyspergowa-
nia. Nastepnie mieszanine oziebiano, az do uzyskania substancji statej.

Inng korzystng kompozycjg stosowang w sposobach wedtug wynalazku sg $rodki do przezskor-
nego dostarczania (,plastry”). Takie przezskoérne plastry mozna stosowac¢ do ciagtej lub nieciagtej
infuzji zwigzku wedtug wynalazku w kontrolowanych ilosciach. Budowa i zastosowanie przezskérnych
plastrow do dostarczania srodkéw farmaceutycznych sg dobrze znane w technice, patrz np. patent
USA nr 5,023,252, wydany 11 czerwca 1991, ktéry wprowadza sie tu w catosci jako stan techniki.
Plastry takie moga stuzy¢ do ciagtego i pulsacyjnego dostarczania lub do dostarczania srodkéw far-
maceutycznych na zadanie.

Inne odpowiednie kompozycje do stosowania w niniejszym wynalazku mozna znalez¢ w Remingto-
n's Pharmaceutical Sciences, wyd. przez E.M. Martin (Mack Publishing Company, wyd. 18, 1990).
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Przykfady biologiczne

Przyktad 1
Badanie funkciji receptora 2-adrenergicznego in vitro

Aktywnos¢ czynnosciowg zwigzkéw wedtug wynalazku wobec receptora B2-adrenergicznego
badano w nastepujacy sposéb.

Posiew i hodowla komorek:

Komorki pierwotne miesni gtadkich oskrzeli, pobrane od 21-letniego mezczyzny (Clonetics, San
Diego, CA) posiano na 24-studzienkowej ptytce do hodowli tkankowej przy 50 000 komdrek/studzienke.
Jako pozywke stosowano pozywke Clonetics SmBM-2 uzupetniong hEGF, insuling, hFGF i ptodowa
surowicg bydleca. Komérki hodowano dwa dni w temperaturze 37°C, az do stanu zlewajacych sie
monowarstw.

Stymulowanie komérek agonistg

Z kazdej studzienki odciggnieto pozywke i zastapiono 250 ml swiezej pozywki zawierajgcej 1 mM
IBMX, inhibitora fosfodiesterazy (Sigma, St. Louis, MO). Komorki inkubowano przez 15 minut w tem-
peraturze 37°C, a nastepnie dodano 250 ml agonisty w odpowiednim stezeniu. Nastepnie komorki
inkubowano jeszcze przez 10 minut. Pozywke odciggnieto i do komérek dodano 500 ml zimnego 70%
EtOH, po czym po okoto 5 minutach usunieto i przeniesiono na pustg 96-studzienkowg ptytke z gtebo-
kimi studzienkami. Etap ten powt6rzono. Giebokostudzienkowg ptytke wirowano w warunkach szybkiej
prozni, az do wyparowania EtOH i uzyskania suchych osadéw. cAMP (pmol/studzienke) obliczono stosujac
zestaw cAMP ELISA z firmy Stratagene (La Jolla, CA). Krzywe ECs, uzyskano stosujgc 4-parametrowe
réwnanie dopasowania:

y = (a-d)/(1 + (x/c°) + d, w ktorym

y =cpm a = catkowite wigzanie c=1Cx

X = [zwigzek] d = wigzanie NS p = nachylenie
Ustala sie wigzania NS i dopuszcza sie zmiennos¢ pozostatych parametréw.

Przyktad 2

Badanie wigzania receptora $2-adrenergicznego z radioligandem in vitro

Aktywnos¢ zwigzkow wedtug wynalazku wigzaca receptor p1/2-adrenergiczny badano w naste-
pujacy sposéb. Blony komoérek SF19, zawierajgce receptor B1- lub B2-adrenergiczny (NEN, Boston,
MA) inkubowano na 96-studzienkowych ptytkach z 0,07 nM ***l-jodocyjanopindololem (NEN, Boston,
MA) w buforze wigzgcym zawierajgcym 75 mM Tris HCI (pH 7,4), 12,5 mM MgCl, i 2 mM ETDA oraz
zmieniajgce sie stezenia badanych zwigzkéw lub samego buforu (kontrola). Ptytki inkubowano w tem-
peraturze pokojowej z wytrzasaniem przez 1 godzine. Radioligand zwigzany z receptorem zebrano
przez przesgczenie 96-studzienkowych plytek przez filtr GF/B (Packard, Meriden, CT), wstepnie za-
blokowanych 0,3% polietylenoiming i przemyty dwukrotnie 200 ul PBS przy uzyciu urzadzenia do zbie-
rania komorek. Filtry przemyto trzy razy 200 pl PBS, stosujgc urzadzenie do zbierania komorek,
a nastepnie ponownie zawieszono w 40 ul koktajlu scyntylacyjnego. Radioaktywnos¢ zwigzang z fil-
trem zmierzono przy uzyciu licznika scyntylacyjnego i stosujgc opisane powyzej 4-parametrowe réw-
nanie uzyskano krzywe ICsp.

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodna 2-(4-hydroksy-3-formyloamino)fenylo-2-hydroksyetyloaminy o wzorze:

OH
H
N

HO

IZ

NHCHO OH

lub jej farmaceutycznie dopuszczalna sol.
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2. Pochodna 2-(4-hydroksy-3-formyloamino)fenylo-2-hydroksyetyloaminy o wzorze:

OHH

N

N
HO H

NHCHO OH

w ktérym stereochemia przy *C i **C jest (RS) i (RS), (R) i (R), (R)i (S), (S)i (R) lub (S) i (S); lub jej
farmaceutycznie dopuszczalna sol.
3. Zwigzek wedtug zastrz. 2, w ktérym stereochemia przy *C jest (R), a stereochemia przy **C
jest (R).
4. Zwigzek wedtug zastrz. 2, w ktérym stereochemia przy *C jest (R) i stereochemia przy **C
jest (S).
5. Kompozycja farmaceutyczna, znamienna tym, ze zawiera farmaceutycznie dopuszczalny
nosnik i terapeutycznie skuteczng ilos¢ zwigzku okreslonego w zastrz. 1-4.
6. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze zawiera ponadto tera-
peutycznie skuteczng ilo$¢ steroidowego leku przeciwzapalnego.
7. Zwigzek okreslony w zastrz. 1 do 4 do zastosowania jako lek.
8. Kompozycja farmaceutyczna okreslona w zastrz. 5 albo 6 do zastosowania jako lek.
9. Zastosowanie zwigzku okreslonego w zastrz. 1 do 4 do wytwarzania leku do leczenia cho-
roby drég oddechowych.
10. Zastosowanie wedtug zastrz. 9, znamienne tym, ze chorobg drog oddechowych jest astma
lub przewlekfa obturacyjna choroba ptuc.
11. Zastosowanie kompozycji farmaceutycznej okreslonej w zastrz. 5 albo 6, do wytwarzania le-
ku do leczenia choroby dr6g oddechowych.
12. Zastosowanie wedtug zastrz. 11, znamienne tym, ze chorobg drog oddechowych jest ast-
ma lub przewlekta obturacyjna choroba ptuc.
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