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(57) Anotace:
Farmaceuticka jednotkova davkovy forma, ktera obsahuje 1 az
20 mg slou¢eniny strukturniho vzorce I, kde uvedena davkova
forma je vhodna pro peroralni podavani. Slougenina vzorce I
je vysoce selektivnim inhibitorem fosfodiesterasy typu 5
(PDES) specifické pro cyklicky guanosin-3',5'-monofosfat.
Pouziti jednotkové davky obsahujici 1 az 20 mg slouGeniny
strukturniho vzorce I pro vyrobu Iéku pro 1é¢bu stavu, pfi
némz je zadouci inhibice PDES, jako je sexualni dysfunkce u
muzu i Zzen.
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Farmaceuticka jednotkova davkova forma a lék pro 1écbu stavu, pfi némz je Zidouci
inhibice fosfodiesterasy PDES

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tyka farmaceutické jednotkové davkové formy a 1éku pro 1é&bu stavu, pti
némz je zadouci inhibice fosfodiasterasy PDES, jako je 1é¢eni sexualni dysfunkce u muzii i Zen.
Uginnou slozkou tohoto 1éku Je vysoce selektivni inhibitor fosfodiasterasy specifické pro cyklic-
ky guanosin—-3’,5'~monofosfat. Zde popsana forma je vyhodna v terapeutickych aplikacich, ve
kterych je zadouci inhibice PDES s minimalizaci nebo eliminaci nezadoucich G&inkd vznikajicich
v disledku inhibice jinych fosfodiesteras.

Dosavadni stav techniky

Biochemické, fyziologické a klinické u€inky inhibitori fosfodiasterasy specifického pro cyklicky
guanosin-3',5'-monofosfat (¢cGMP specifické PDE) ukazuji na jejich pouZitelnost u mnoha one-
mocnéni,u kterych je Zadouci modulace funkce hladkého svalu, ledvin, hemostazy, zanétu a/nebo
endokrinniho systému. Fosfodiasterasa specificka pro cGMP typu 5 (PDES) je hlavnim enzymem
hydrolyzujicim ¢cGMP v hladkém svalu cév a byla popsana jeji exprese v corpus cevarnosum
penisu (Taher et al., J. Urol. 149, str. 285A (1993)). Proto je PDES atraktivnim cilem pro 1é&bu
sexualni dysfunkce (Murray, DnandP 6(3), str. 150-56 (1993)).

Farmaceuticky prostfedek, ktery poskytuje inhibitor PDE5, je v sou asnosti prodavan pod
obchodnim nazvem Viagra®. Aktivni slozkou v prostiedku Viagra® je sildenafil. Produkt je
prodavan ve formé baleni obsahujici tablety obsahujici 25, 50 a 100 mg sildenafilu a pfibalovy
letak. V pfibalovém letdku je uvedeno, Ze sildenafil je u€innéjsim inhibitorem PDES5 neZ jinych
znamych fosfodiasteras (vice nez 80-ndsobné ve srovnani sinhibici PDEIl, vice nez
1000-nasobné ve srovnani s inhibici PDE2, PDE3 a PDE4). ICs, pro sildenafil pro PDES byla
ur¢ena jako 3 nM (Drugs and the Future, 22(2), str. 138-143 (1997)) a jako 3,9 nm (Boolel et al.,
Int. J. of Impotence, 8, str. 47-52 (1996)). Pro sildenafil se uvadi, ze ma 4000-nasobnou selekti-
vitu pro PDES versus PDE3, a pouze 10—nasobnou selektivitu pro PDES versus PDE6. Pied-
poklada se, zZe relativni chybéni selektivity pro PDE6 je pfi¢inou abnormalit souvisejicich
s barevnym vidénim.

Ackoliv sildenafil dosahl vyznamného komeréniho uspéchu, brzy selhal v disledku nezadoucich
vedlejsich ucinkii, véetné oblicejove . flushe” (incidence 10%). Nezadouci G&inky limituji pouZiti
sildenafilu u pacientii s abnormalitami zraku, hypertensi a — coZ je nejvyznamnéjsi — u jedinct
uzivajicich organické nitraty (Weld et al., Amer. J. of Cardiology, 85 (5A), str. 21(C)-28(C)
(1999)).

Poutziti sildenafilu u pacient uzivajicich organické nitraty zpisobuje klinicky vyznamny pokles
tlaku krevniho, ktery miiZze byt pro pacienta nebezpeény. Proto uvadi ptibalovy letikk sildenafilu
pfisnou kontraindikaci jeho pouziti soucasné s organickymi nitraty (napfiklad nitroglycerinem,
isosorbidmononitratem, isosorbidnitratem, erythrityltetranitratem) a jinymi organickymi donory
oxidu dusnatého v jakékoliv formé, které jsou uzivané pravidelné nebo narazové, protoZe sildena-
fil potencuje hypotenzni u¢inky nitratd. Viz C.R. Conti et al., Amer. J. of Cardiology, 83 (5A),
str. 29C-34C (1999). Proto zlistava, i ptes dostupnost sildenafilu, potfeba novych farmaceutic-
kych pfipravki vhodnych pro 1é€bu sexuélni dysfunkce.

Dauganiiv patent US 5 859 006 popisuje nékteré tetracyklické derivaty, které jsou G¢innymi inhi-
bitory PDE specifické pro cGMP, nebo PDES. ICs, slougenin popsanych v patentu US 5 859 006
je vrozmezi od 1 nM do 10 uM. Oralni davka takovych slou¢enin je 0,59 mg denné pro primér-
ného dospélého pacienta (70 kg). Proto jsou popsany davkové jednotky (tablety nebo kapsle)
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obsahujici 0,2 az 400 mg aktivni slou€eniny. Vyznamné nezadouci i¢inky pro slouéeniny popsa-
né v patentu US 5 859 006 nejsou uvedeny. WO 97/03 675 popisuje pouziti tetracyklickych deri-
vati podle patentu US 5 859 006 pro 1é¢eni impotence.

Podstata vyndlezu

PiihlaSovatel nyni zjistil, Ze jeden takovy tetracyklicky derivat (6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-hexa-
hydro—2-methyl-6—/3,4-methylendioxyfenyl)-pyrazino[2’,1":6,1]pyrido[3,4-b]indol-1,4—-diol,
alternativné oznaCovany jako (6R-trans)-6—(1,3-benzodioxol-5-yl)-2,3,6,7,12,12a-hexahydro—
2-methylpyrazino—[1',2":1,6]pyrido[3,4-blindol-1,4—dion, a zde oznafovany jako sloucenina I,
muze byt podavan v davkové jednotce, ktera poskytuje u€innou 1é¢bu bez nezadoucich G¢inki
asociovanych s nyni prodavanym inhibitorem PDES, sildenafilem. Pfed predkladanym vynale-
zem se piedpokladalo, Ze takové nezadouci u€inky jsou zplisobeny inhibici PDES.

Studie provedené prihlasovatelem také ukazaly, Ze muzZe byt pfipraven Gcinny prostfedek maji
sniZzenou incidenci ,,flushe” u vnimavych jedincti. Neocekavané mize byt prostiedek také poda-
van bez klinicky vyznamnych nezadoucich G¢inkd spojenych s kombinovanymi u¢inky inhibitoru
PDES a organickych nitrati. Proto nejsou kontraindikace, u kterych se pfedpokladalo, Ze jsou
nutné u prostfedku obsahujiciho inhibitor PDES, pfitomny, kdyZ je slou¢enina vzorce I podavana
v davkové jednotce obsahujici pfiblizné 1 az pfiblizn€ 20 mg, jak je zde popséano. Tak poskytuje
ptedkladany vynélez uéinnou terapii sexualni dysfunkce u jedinci, kteti byly dfive nelégitelni
nebo u kterych byly pfitomny vyznamné nezadouci G¢inky, véetné jedinct s kardiovaskularnim
onemocnénim, jako jsou jedinci léCeni nitraty, jedinci po infarktu myokardu vice nez t¥i mésice
pfed nasazenim terapie sexualni dysfunkce a jedinci s méstnavym srde¢nim selhanim 1 stupné,
nebo jedinci s abnormalitami zraku.

Predmétem vynalezu je farmaceuticka jednotka davkova forma, jejiz podstata spodiva v tom Ze

obsahuje 1 az 20 mg (6R,12aR)-2,3,6,7,12,12a-hexahydro—2-methyl-6—(3,4-methylendioxy-
fenyl)—pyrazino[2’,1":6,1 Jpyrido[3,4-b]indol-1,4~dionu strukturniho vzorce I
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kde uvedena davkova forma je vhodna pro peroralni podavani.

Pfi 1éCeni onemocnéni, pfi kterych je zadouci inhibice PDES, je pacientovi, ktery potfebuje tako-
vou lécbu, podéna oralni davkova forma obsahujici pfiblizné 1 az pfiblizné 20 mg selektivniho
inhibitoru PDES, do celkové davky 20 mg na den. Vhodna davka pro 1é&bu sexualni dysfunkce je
s vyhodou od 1 mg do ptiblizné 20 mg.

Mezi onemocnéni, ktera mohou byt Ié¢ena zpisobem podle pfedkladaného vynélezu, patii napfi-
klad erektilni dysfunkce u muzi a sexualni dysfunkce u Zen, zejména porucha vzruivosti u Zen,
téZ zndmy jako porucha sexualni vzruSivosti u Zen.
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Pfedmétem vyndlezu je dale také pouziti jednotkové davky obsahujici 1 az 20 mg sloudeniny

strukturniho vzorce [
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pro vyrobu léku pro 1é€bu stavu, pfi némz je Zadouci inhibice fosfodiasterazy PDES5, jako je 1é¢ba
sexualni dysfunkce

V popisu predkladaného vynalezu jsou pouzity nasledujici terminy a zkratky.

Termin ,,zasobni“ oznacuje jakoukoliv nadobu a viko vhodnou pro skladovani, transport, odebi-
rani a/nebo manipulaci s farmaceutickym prostiedkem.

Hodnota ,ICs,“ je hodnota méfici ucinnost slouceniny v inhibici konkrétniho PDE enzymu
(napfiklad PDE1, PDES nebo PDE6). ICs je koncentrace slouceniny, ktera vede k 50% inhibici
enzymu v pokusu podani jedné davky — reakce. Uréeni hodnoty ICs, pro slouéeninu je snadno
provedeno zplisobem in vitro, ktery je obecné popsan v Y. Cheng et al., Biochem. Pharmacol. 22,
str. 3099-3108 (1973).

Termin ,,piibalovy letdk oznacuje informaci pfiloZzenou k vyrobku, ktera popisuje zptisob podani
vyrobku a data tykajici se bezpe¢nosti a Gi¢innosti nutna pro informované rozhodovani lékafe,
farmaceuta a pacienta o vyrobku.

Termin ,,oralni davkova forma“ oznaCuje obecné farmaceutické prostiedky podavané oralné.
Mezi oralni davkové formy patii kapalné prostiedky, tablety, kapsle a gelowé kapsle.

Termin ,abnormality zraku“ oznacuje abnormality vidéni, charakterizované modro-—zelenym
vidénim, o kterém se soudi, Ze je zpisobeno inhibici PDES6.

Termin ,flush® oznacuje epizodické zarudnuti oblieje a krku zplsobené vazodilataci zpisobe-
nou lékem, obvykle v kombinaci s pocitem tepla v obli¢eji a krku a nékdy doprovazené pocenim.

Termin ,,volny I€k* oznaduje pevné &astice Iéku nezanoiené v polymerni ko—sraZening.

Déavkova forma podle predkladaného vynalezu je vyhodné balena jako prostfedek pro farmaceu-
tické pouziti u Clovéka, ktery obsahuje ptibalovy letak, zasobnik a davkovaci formu obsahujici
piiblizn€ 1 az ptiblizné€ 20 mg slougeniny I.

Ptibalovy letdk popisuje zpisob podani vyrobku a data tykajici se bezpe&nosti a uginnosti nutna
pro informované rozhodovani lékafe, farmaceuta a pacienta o vyrobku. Pfibalovy letdk je
obvykle povazovan za navod k farmaceutickému prosttedku. Piibalovy letak pfiloZzeny k vyrobku
uvadi, Ze sloucenina je pouzitelna pro 1é&bu onemocnéni, pfi kterych je Zadouci inhibice PDES.
Ptibalovy letédk také uvadi navod pro podani jedné nebo vice pfiblizné 1 az pfiblizné 20 mg dav-
kovych jednotek, podle potieby, do maximalni celkové denni davky 20 mg. Vyhodné je podanou
davkou pfiblizn€ 5 mg az priblizné 20 mg/den, 1épe piiblizné 5 mg aZ pfiblizné 15 mg/den. Nej-
lépe je 10 mg davkova forma podana jednou za den.
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Vyhodnym onemocnénim, které je 1é¢eno zptisobem podle predkladaného vyndlezu, je sexualni
dysfunkce (v€etné erektilni dysfunkce u muzi a sexualni dysfunkce (v&etné erektilni dysfunkce
umuzi a sexudlni dysfunkce u Zen, zejména poruchy vzrusivosti u Zzen (FAD)). Nejvhodngjsim
lé€enym onemocnénim je erektilni dysfunkce u muzi.

Vyznamné je, Ze pribalovy letdk doporucuje pouziti prostiedku pro 1é&bu sexuélni dysfunkce
u pacientil trpicich onemocnéni sitnice nebo retinitis pigmentosa, nebo u pacientd uZzivajicich
organické nitraty. Pfibalovy letdk tedy neuvadi kontraindikace spojené s témito stavy, zejména
nekontraindikuje podavani davkové formy s organickymi nitraty. Ptibalovy letdk také neuvadi
varovani kontraindikujici uZivani léku u pacientd s onemocnénim sitnice, zejména retinitis pig-
mentosa, a u jedinch s abnormalitami zraku. Pfibalovy letdk také popisuje incidenci flushe
u pacientl uzivajicich tuto ddvkovaci formu nizsi nez 2%, vyhodné nizsi nez 1 % a nejlépe nizsi
nez 0,5 %. Incidence flushe ukazuje na znacené zlepSeni ve srovnani se zndmymi farmaceutic-
kymi prostredky obsahujicimi inhibitor PDES.

Zasobnik pouzity pro vyrobek je béZny zasobnik. Obvykle se jedna o blistrové baleni, foliové
baleni, sklenénou nebo plastovou lékovku s uzavérem, nebo o jiny vhodny zasobnik pro pouziti
pacientem nebo lékafem. Vyhodné ma zasobnik velikost vhodnou pro 1 az 1000 pevnych davko-
vych jednotek, 1épe pro 1 aZ 500 pevnych davkovych jednotek a nejlépe pro 5 az 30 pevnych
davkovych jednotek.

Mezi orélni davkové formy patii kapalné prostredky, tablety, kapsle a gelové kapsle. Vyhodné
Jjsou davkovymi formami pevné davkové formy, konkrétné tablety obsahujici piiblizné 1 az pfi-
blizn€ 20 mg sloueniny 1. Jakékoliv farmaceuticky pfijatelné pfisady pro oralni aplikaci jsou
vhodné pro pfipravu takovych davkovych forem. Vhodné farmaceutické davkové formy zahrnuji
ko—precipitované formy popsané v, napfiklad, Butlerové patentu US 5 985 326, ktery je zde uve-
den jako odkaz. Ve vyhodnych provedenich je davkovou jednotkou podle predkladaného vynale-
zu soucasné vysrazena forma slouceniny I neobsahujici volnou pevnou sloudeninu, ale lépe obsa-
huje davkova jednotka podle ptedkladaného vynélezu pevnou sloueninu jako volny Iék.

Vyhodné obsahuji tablety farmaceutické pfisady obecné povazované za bezpeéné, jako je laktosa,
mikrokrystalicka celulosa, $krob, uhli¢itan vapenaty, magnesium-stearat, kyselina stearova, talek
a koloidni oxid kfemicity, a tyto tablety jsou pfipraveny standardnimi farmaceutickymi zpisoby,
jak jsou popsany v Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18. vydani, Mack Publishing Co.,
Easton, PA (1990). Mezi takové techniky patfi, naptiklad, granulovani za vlhka, po kterém nésle-
duje sueni, mleti a lisovani do tablet s nebo bez potahovani filmem; granulovéani za sucha, po
kterém nasleduje mleti a lisovani do tablet s nebo bez potahovani filmem; miseni za sucha, po
kterém nasleduje lisovani do tablet, s nebo bez potahovéni filmem; odlivani tablet; granulovani
za vlhka, suSeni a plnéni do Zelatinovych kapsli; miseni za sucha a plnéni do Zelatinovych kapsli;
nebo pfiprava suspenzi a roztokd a plnéni do Zelatinovych kapsli. Obvykle obsahuji pevné dav-
kové formy identifikacni znacky, které jsou vylisovany nebo vytladeny na povrchu

Predkladany vynélez je zaloZen na podrobnych pokusech a klinickych studiich, ve kterych bylo
neoCekavané zjisténo, ze vedlejsi iinky, o kterych se diive pfedpokladalo, Ze jsou zplisobeny
inhibici PDES, mohou byt redukovany na klinicky nevyznamnou droveii pomoci vybéru sloude-
niny a davkové jednotky. Toto neotekavané zjisténi umoznilo vyvojdavkové jednotky obsahujici
slou¢eninu I v davce pfiblizné 1 az p¥iblizné 20 mg, ktera po oralnim podani minimalizuje neZa-
douci vedlejsi ucinky, o kterych se dfive soudilo, Ze jsou nevyhnutelné. Mezi takové vedle;jsi
uCinky patfi oblicejovy ,.flush®, abnormality zraku a vyznamné sniZeni krevniho tlaku, ke kterym
dochazi tehdy, kdyz je slou¢enina vzorce I podana samostatné nebo v kombinaci s organickymi
nitraty. Minimalni efekt slouceniny I, podané v divce davkové jednotce obsahujici pfiblizné 1 az
pfiblizn€ 20 mg, na PDE6, také umoZiiuje podani selektivniho inhibitoru PDES pacientiim
s onemocnénim sitnice, jako je diabeticka retinopatie nebo retinitis pigmentosa.
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Sloucenina I ma nasledujici strukturalni vzorec:
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V klinickych studiich na ¢lovéku bylo prokazano, Ze slou€enina strukturalniho vzorce I ma mini-
malni vliv na systolicky krevni tlak, kdyZ je podavana soucasné s organickymi nitraty. Naopak,
sildenafil vykazuje 4-nasobné vys$i sniZeni systolického krevniho tlaku ve srovnani s placebem,
coz vede ke kontraindikacim Viagry™ a k opatrnosti u nékterych pacienti.

Nasledujici tabulka ilustruje ICso hodnoty pro PDES a PDE6 pro slouéeninu strukturalniho
vzorce I, které byly uréeny zde popsanym zptisobem.

Slouéenina ICso PDE5 (nM) ICso PDE6 (nM) PDE6/PDES
I 2,5 3400 1360

Sloucenina strukturalniho vzorce I dale vykazuje ICs, pro PDElc 10000 a pomér PDE1¢/PDES
4000.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici pfiklady ilustruji pfedkladany vynalez, jeho rozsah neni uvedenymi pfiklady nijak
omezen.

Pripravy
Ptiprava lidské PDES

Rekombinantni produkce lidské PDES5 byla provedena zpisobem popsanym v pfikladu 7 patentu
US 5702 936, ktery je zde uveden jako odkaz, s vyjimkou pouzitého kvasinkového transformagc-
niho vektoru, ktery byl odvozen od zékladniho ADH2 plasmidu popsaného v V. Price et al.,
Methods in Enzymology, 1985, strany 308-318 (1990), ktery obsahoval kvasinkovy ADH2 pro-
motor a terminator misto ADH1 promotoru a terminatoru, a s tim rozdilem, Ze pouZzity kmen
Saccharomyces cerevisiae byl proteasa—deficientni kmen BJ2-54 uloZeny 31.8. 1998 v American
Type Culture Collection, Manassas, Virginia, pod pfirtistkovym ¢islem ATCC 74465. Transfor-
mované hostitelské buriky byly kultivovany ve 2x SC-leu médiu, pH 6,2, se stopovymi prvky a
vitaminy. Po 24 hodinach se ptidalo YEP médium obsahujici glycerol v kone¢né koncentraci 2x
YEP/3% glycerol. O piiblizn€ 24 hodin pozdgji se buiiky odebraly, promyly a uskladnily se pfi
teploté —70 °C.

Bunécné pelety (29 g) se rozpustily na ledu stejnym zpiisobem lyza¢niho pufru (25 mM Tris—Cl,
pH 8, 5 mM MgCl,, 0,25 mM dithiothreitol, | mM benzamid a 10 uM ZnSO,). Buiiky se lyzuji
v mikrofluidiza¢nim zafizeni pomoci N, pii 20000 psi. Lyzat se odstfedi a piefiltruje se pies
0,45 pm vyjmutelné filtry. Filtrat se vnese do 150 ml kolony Q Sepharose Fast Flow (Pharma-
cia). Kolona se promyje 1,5 objemem pufru A (20 mM Bis-Tris propan, pH 6,8, 1 mM MgCl,,
0,25 mM dithiothreitolu, 10 uM ZnSO,) a eluuje se krokovym gradientem 125 mM NaCl v pufru
a potom linedrnim gradientem 125 az 1000 mM NaCl v pufru A.
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Aktivni frakce z linedrniho gradientu se aplikuji do 180 ml keramické hydroxyapatitové kolony
vpufru B (20 mM Bis-Tris propan, pH 6,8, 1 mM MgCl,, 0,25 mM dithiothreitolu, 10 uM
ZnSO, a 250 mM KCI). Po naplnéni se kolona promyje 2 objemy pufru B a eluuje se linearnim
gradientem 0 az 125 mM fosfore¢nanu draselného v pufru B. Aktivni frakce se odeberou, vysrazi
s¢ 60% siranem amonnym a resuspenduji se vpufru C ((20 mM Bis-Tris propan, pH 6,8,
125 mM NaCl, 0,5 mM dithiothreitolu, 10 uM ZnSQ,). Odebrany material se vnese do 140 ml
kolony Sephacryl S-300 HR a tato se eluuje pufrem C. Aktivni frakce se nafedi na 50% glycero-
lem a uskladni se pfi teploté —20 °C. Ziskané pripravky mély pfiblizné 85% &istotu podle SDS—
PAGE.

Test na PDE aktivitu

Aktivita PDES miZe byt méfena standardnimi pouzivanymi testy. Napfiklad mize byt specificka
aktivita PDE urcena nasledujicim zptisobem PDE testy vyuzivajici techniky separace naaktivnim
uhli se provedou v podstaté zpisobem popsanym v Loughney et al., (1996), The Journal od
Biological Chemistry, 271: 796-806. V tomto testu aktivita PDE5 konvertuje [**P}cGMP na
[’P]5’GMP tim&rn& mnozstvi pritomné aktivity PDES5. [*P]5’GMP se potom kvantitativné pre-
méni na volny [*’P] fosfat a neznadeny adenosin piisobenim 5'—nukleotidasy hadiho jedu. Proto je
mnozstvi [’P] fosfatové aktivity umérné aktivits enzymu. Test se provadi pii 30 °C ve 100 ui
reak¢ni smési obsahujici (kone¢né koncentrace) 40 mM Tris—Cl (pH 8,0), 1 uM ZnSO,, 5 mM
MgCl, a 0,1 mg/ml hovéziho sérového albuminu. PDE5 je pfitomna v mnoZstvi, které vede
k <30% celkové hydrolyze substratu (linearni testovaci podminky). Test se zahaji pfidanim sub-
stratu (1 mM [*’P]cGMP) a smés se inkubuje po dobu 12 minut. Potom se pfida 75 pg jedu Cro-
talus atrox a inkubace pokracuje po dobu 3 dalSich minut (celkem 15 minut). Reakce se ukonéi
pfidanim 200 ml aktivniho uhli (suspenze 25 mg/ml v 0,1 M NaH,PO,, pH 4). Po odstfedéni
(750 x g, 3 minuty) za ucelem sedimentovani aktivniho uhli se odebere vzorek supernatantu pro
stanoveni radioaktivity ve scintilaénim po¢itaci a vypocte se aktivita PDES. Pfipravky mély spe-
cifické aktivity okolo 3 umol cGMP hydrolyzovanych za minutu na mg proteinu.

Priprava hovézi PDE6

Hovézi PDE6 byla ziskana od Dr. N. Virmaux, INSERM U338, Strasboug. Hovézi sitnice byly
pfipraveny zplisobem popsanym v Virmaux et al., FEBS Letters, 12(6), str. 325-328 (1971) a téz
v A. Sitaramayya et al., Exp. Eye Res, 25, str. 163-169 (1977). Stru¢né, viechny ukony byly pro-
vedeny v chladu a v tmavé ¢erveném svétle. O¢i byly uchovavéany vchladu a temnu do &tyf hodin
po porazce.

Pfiprava zevniho segmentu hovézi sitnice (ROS) byla provedena v podstaté zptisobem popsanym
ve Schichi et al., J. Biol. Chem. 224: 529 (1969). V typickém experimentu se 35 hovézich sitnic
rozdrtilo ve tfeti misce s 35 ml 0,066 M fosfatového pufru, pH 7,0, obsahujiciho 40 % sacharosy,
a potom se provedla homogenizace v Potterové homogenizanim zatizeni (20 pohybd nahoru a
dolti). Suspenze se odstedi pfi 25000 x g béhem 20 minut. Peleta se homogenizuje v 7,5 ml
0,006 M fosfatového pufru (40 % v sacharose) a opatrné se pfevrstvi 7,5 ml fosfatového pufru
(neobsahujiciho sacharosu). Odstfedéni se provede na vyklap&ci odstfedivee pti 45000 x g béhem
20 minut a ziska se peleta, ktera je naspodu Cernd, a také Cerveny prouZzek na rozhrani 0,066 M
fosfatu — 40 % sacharosy/0,066 M fosfatu (surovy ROS). Cerveny material na rozhrani se
odstrani, nafedi se fosfatovym pufrem, odstiedi se na peletu a redistribuuje se v pufrované 40%
sacharose zplisobem popsanym vySe. Tento proces se opakuje 2— az 3—krat , dokud se netvoii
Zadna peleta. Precistény ROS se promyje ve fosfatovém pufru a nakonec se odstiedi pfi
25000 x g béhem 20 minut za zisku pelety. VSechen material se uchovava zmrazeny do pouZiti.

Hypotetické extrakty se pripravi suspendovanim izolovaného ROS v 10 mM Tris-Cl, pH 7,5,
1 mM EDTA a 1 mM dithiothreitolu a potom odstfedénim p¥i 100000 x g po dobu 30 minut.
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Pripravky mély specifické aktivity okolo 35 nmol ¢cGMP hydrolyzovanych za minutu na mg
proteinu.

Priprava PDE1c z bun¢k Spodoptera frugiperda (Sf9)

Bunééné pelety (5 g) se rozpustily na ledu 20 ml lyzaéniho pufru (50 mM MOPS, pH 7,4, 10 uM
ZnSO,, 0,1 mM CaCl,, 1 mM DTT, 2mM benzamidin—-HCI, 5 pg/ml pepstaninu, 5 pg/ml
leupeptinu a 5 pg/ml aprotininu). Buiiky se lyzovaly protladenim pies Frenchiiv bunény lis
(SLC-Aminco) za udrzovani teploty pod 10 °C. Ziskany homogenizat bun¢k se odstiedil pfi
36000 rpm pii 4 °C bé¢hem 45 minut v Beckmannové ultraodstfedivce za pouZiti rotoru typu
TI45. Supernatant se odstranil a ziskana peleta se resuspendovala v 40 ml solubiliza¢niho pufru
(lyzaéni pufr obsahujici 1M NaCl, 0,1 M MgCl,, 1 mM CaCl,, 20 pg/ml kalmodulinu a 1% sul-
fobetain SB12 (Z3-12) sonikaci za pouziti VibraCell pfistroje s mikrohrotem po dobu
3 x 30 sekund. Toto se provedlo ve smési drceny led/stl pro chlazeni. Po sonikaci se smés
pomalu misila po dobu 30 minut pii 4 °C pro dokonceni solubilizace proteinii navazanych na
membranu. Tato smés se odstiedila na Beckman ultraodstfedivce za pouziti rotoru typu TI45 pfi
36000 rpm béhem 45 minut. Supernatant se nafedil lyzaénim pufrem obsahujicim 10 pg/ml kal-
painového inhibitoru 1 a II. VysraZeny protein se odstfedil béhem 20 minut pfi 9000 rpm na
Beckman JA-10 odstiedivce. Ziskany supernatant se potom zpracoval Mimetic Brue AP agaro-
sovou chromatografii.

Pro zpracovani na Mimetic Blue AP agarosové koloné se pryskyfice nejprve chranila aplikace
10 objemid kolony 1% polyvinylpyrrolidinu (tj. molekulovda hmotnost 40000) pro blokovani
nespecifickych vazebnych mist. Slabé navazany PVP—40 se odstranil promytim 10 objemy kolo-
ny 2m NaCl a 10 mM natrium~citratu, pH 3,4. Tésné pied pfidanim vzorku solubilizované
PDElc3 se kolona uvedla do rovnovahy 5 objemy kolony kolonového pufru A (50 mM MOPS,
pH 7,4, 10 pM ZnSO,, S mM MgCl,, 0,1 mM CaCl,, | mM DTT, 2 mM benzamidin-HCI).

Solubilizovany vzorek se aplikoval do kolony pfi pratoku 2 ml za minutu s recyklaci, takze byl
vzorek aplikovan celkem 4 aZ 5-krat béhem 12 hodin. Po ukonceni plnéni se kolona promyla
10 objemy kolony kolonového pufru A a potom 5 objemy kolony kolonového pufru B (kolonovy
pufr A obsahujici 20 mM 5-AMP) a potom 5 objemy kolony kolonového pufru C (50 mM
MOPS, ph 7.4, 10 uM ZnSO,, 0,1 mM CaCl,, 1 mM dithothreitol a 2 mM benzamidin—-HCI).
Enzym se eluoval do tfi postupnych frakci. Prvni frakce se skladala zenzymu z promyti
5 objemy kolony kolonového pufru C obsahujiciho 1 mM cAMP. Druhé frakce se skladala
z enzymu z promyti 10 objemy kolony kolonového pufru C obsahujiciho 1 mM NaCl. Treti
frakce se skladala z enzymu z promyti 5 objemy kolony kolonového pufru C obsahujiciho 1 M
NaCl a 1 mM cAMP.

Aktivni enzymové frakce se odebraly a cyklicky nukleotid se odstranil pomoci bézné gelové fil-
tra¢ni chromatografie nebo chromatografie na hydroxypatitové pryskyfici. Po odstranéni cyklicky
nukleotidii se enzymové frakce dialyzovaly proti dialyzaénimu pufru obsahujicimu 25 mM
MOPA, ph 7,4, 10 uM ZnSO,, 500 mM NaCl, 0,1 mM CaCl,, 1 mM dithiothreitolu a 1 mM
benzamidin—HCl, a potom se provedla dialyza proti dialyza¢nimu pufru obsahujicimu 50 %
glycerilu. Enzym se rychle zmrazila pomoci suchého ledu a uskladnil se pfi teploté—70 °C.

Ziskané pripravky mély piiblizn€ > 90% cistotu podle SDS-PAGE. Tyto ptipravky mély speci-
fické aktivity pfiblizné€ 0,1 az 1,0 pmol cAMP hydrolyzovaného za minutu na mg proteinu.

Uréeni IC50

Dilezitym parametrem pii hodnoceni u€innosti kompetitivniho inhibitoru enzymu PDES a/nebo
PDElc a PDES je inhibi¢ni konstanta, tj. K;. Tento parametr mize byt pfiblizné uren stanove-
nim ICsy, coz je inhibiéni koncentrace, ktera vede k 50% inhibici aktivity enzymu, v pokusu
jedna davka—reakce provedeném za nasledujicich podminek.
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Koncentrace inhibitoru je mnohem vys$i nez koncentrace enzymu, takZe koncentrace volného
inhibitoru (ktera je neznama) je pfiblizné stejna jako celkova koncentrace inhibitoru (ktera je
Znama).

Je vybran vhodny rozsah koncentraci inhibitoru (tj. v pokusu jsou pouZity koncentrace alespoti
nékolikrat vyssi a n€kolikrat nizs§i nez K;). Obvykle jsou koncentrace inhibitoru v rozmezi od
10 mM do 10 pM.

Koncentrace enzymu a substratu jsou vybrany tak, aby byly méné nez 20 % substratu spotiebo-
vaného za nepiitomnosti inhibitoru (pfi — napfiklad — maximalni hydrolyze substratu od 10 do
15 %), takze aktivita enzymu je béhem testu pfiblizné konstantni.

Koncentrace substratu je mensi nez 1/10 michaelisovi konstanty (K.,). Za téchto podminek se
bude ICs, velmi blizit K;. Toto vyplyva z Cheng—Presuffovi rovnice tykajici se téchto dvou para-
metrii: ICso = K; (1 + S/Kyy), kde (1 + S/K,,) je pfiblizné 1 pfi nizkych hodnotach vyrazu S/Ky,.

Hodnota ICs, je vyhodnocena z dat pomoci vhodného modelu interakce enzym-inhibitor. Pokud
je znamo, Ze tato interakce zahrnuje prostou kompetici inhibitoru se substritem, miZe byt pouzit
dvouparametrovy model:

Y = A/(1+x/B)

kde Y je aktivita enzym méfena pfi koncentraci x inhibitoru, A je aktivita za nepfitomnosti inhi-
bitoru a B je ICs,. Viz Y. Chentg et al., Biochem. Pharmacol. 22: 3099-3108 (1973).

Vlivy inhibitorl podle predkladaného vynalezu na enzymatickou aktivitu PDE5 a PDE6 v pri-
pravcich popsanych vySe byly hodnoceny ve dvou testech, které se od sebe li3ily v rozsahu a
které vedly k v podstaté stejnym vysledkim ve smyslu hodnot ICs,. Oba testy byly modifikacemi
postupu podle Well set al., Biochim. Biopohys. Acata, 384: 430 (1975). Prvni test byl proveden
v celkovém objemu 200 pl obsahujicim 50 mM Tris, pH 7,5, 3 mM Mg acetatu, 1 mM EDTA,
50 pg/ml nukleotidasy z hadiho jedu a 50 nM [’H]-cGMP (Amarsham). Slou¢eniny podle pied-
kladaného vynalezu se rozpustily v DMSO a v testu byly pouZity v koneéné koncentraci 2 %.
Testy se inkubovaly po dobu 30 minut pfi 30 °C a ukonéily se pfidanim 800 pul 10 mM Tris, pH
7,5, 10 mM EDTA, 10 mM theofyllinu, 0,1 mM adanosinu a 0,1 mM guanosinu. Smési se vnesly
do 0,5 ml QAE Sephadex kolon, které se eluovaly 2 ml 0,1 M formiatu (pH 7,4). Eluovana
radioaktivita se méfila scintilanim pocitacem v Optiphase Hisafe 3.

Druhy PDE test provedeny na mikroplotné se provedl za pouZiti Multiscreene ploten a
vakuového rozdélovace. Testovaci smés (100 pl) obsahovala 50 mM Tris, pH 7,5, 5 mM Mg
acetatu, 1 mM EDTA a 250 pg/ml nukleotidasy z hadiho jedu. Dalsi slozky reakéni smési byly
stejné jako vySe. Na konci inkubace se cely objem smési vnesl filtraci do QAE Sephadex mikro-
kolony. Voln4 radioaktivita se eluovala 200 ul vody, za kterych se 50 pul podily analyzovaly na
scintilaénim pog¢ita¢i na zplisobem popsanym vyse.

Priklad 1

Sloucenina I se pfipravila zpiisobem popsanym v patentu US 5 859 006 a piipravila se ve formé
tablet za pouziti granulovani za vlhka. Povidon se rozpustil ve vodé za zisku 10% roztoku.
Aktivni slou¢enina, mikrokrystalicka celulosa, krosmarmelosa sodna a laurylsiran sodny se pfi-
daji do misiciho zafizeni s vysokym stfihem a misi se po dobu 2 minut. Prasek se granuluje za
vlhka s roztokem povidonu a voda se pfidava podle potfeby pro dokonéeni granulace. Ziskana
smés se susi v suSicce s fluidnim loZem pfi teploté vstupniho vzduchu 70 °C + 5 °C dokud nejsou
ztraty pii suSeni mensi nez 2,5 %. Granule se proseji pfes Comil s vhodnym sitem a ptidaji se do
vhodného misiciho zafizeni. Extragranularni kroskarmelosa sodna a laurylsiran sodny, a koloidni
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bezvody oxid kiemicity se proseji pfes vhodné sito (napfiklad 500 mikronové) a piidaji se do
misiciho zafizeni a smés se misi po dobu 5 minut. Pfid4 se magnesium—stearat a smés se misi po
dobu 2 minut. Smé&s se lisuje na pozadovanou kompresi/hmotnost 250 mg za pouziti 9 mm kula-
tého normalniho konkavniho razidla.

Tabletova jadra se potahuji vodnou suspenzi Opadry OY~-S-7322 za pouziti Accelacota (nebo
podobné potahovaci picky) za pouZiti teploty vstupniho vzduchu 50 °C az 70 °C, dokud se hmot-
nost tablety nezvysi o pfiblizné 8 mg. Opadry OY-S-7322 obsahuje methylhydroxypropylcelulo-
su podle Evropského lékopisu, oxid titani¢ity podle Evropského 1ékopisu, Triacetin USP. Opadry

10 zvySuje hmotnost kazdé tablety na 258 mg. MnozZstvi potahovaciho filmu aplikované na tabletu
mizZe byt niZ$i nez uvedené mnoZstvi, podle uéinnosti procesu.

Tablety se vlozi do blistrovych baleni a pfilozi se k nim pfibalovy letak popisuji bezpe&nost a
ucinnost slouceniny.

Slozka Prostfedky (mg na tabletu)
Selektivni inhibitor PDE 5 1 5
Hydroxypropylmethylcelulosaftalat 1 5
Mikrokrystalicka celulosa 221,87 213,87
Kroskarmelosa sodna 5,00 5,00
Laurylsiran sodny 2,50 2,50
Povidon K30 3,38 9,38
Preci$ténd voda, USP (voda pro irrigaci) q.s. q.s.
Kroskarmelosa sodna 5,00 5,00
Laurylsiran sodny 2,50 2,50
Koloidni bezvody oxid kfemigity 0,50 0,50
Magnesium-stearat 1,25 1,25
Jadro tablety celkem 250,0 250,0
(Potahovaci film Opadry OY-S-7322) ptiblizné 8 mg ptiblizné 8 mg

' Slougenina (I)

Priklad 2

20 Nasledujici sloZky se pouziji pro ptipravu davkové formy obsahujici 10 mg sloudeniny 1.

Slozka MnoZstvi (mg)
Granulace

Selektivni inhibitor PDES’ 10,00
Monohydrat laktosy 153,80
Monohydrat laktosy (suSeny postiikem) 25,00
Hydroxypropylcelulosa 4,00
Kroskarmelosa sodna 9,00
Hydroxypropylcelulosa (EF) 1,75
Laurylsiran sodny 0,70
Extragranulami prasky

Mikrokrystalicka celulosa (granularni—102) 37,50
Kroskarmelosa sodn4 7,00
Magnesium-—stearat (rostlinny) 1,25

Celkem 250 mg
Potahovaci film pfiblizné 11,25

Pii vyrobé tablet se pouzije pielisténa voda, USP. Voda se odstrafiuje béhem zpracovani a
v kone¢ném produktu zstava minimalni koncentrace.
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Tablety se pfipravi procesem granulovani za vlhka, ktery se provede nasledujicim zpisobem. Lék
a granulované pfisady se proseji. Selektivni inhibitor PDES5 se smisi za sucha s monohydratem
laktosy (suSenym postfikem), hydroxypropylcelulosou, kroskamelosou sodnou a monohydratem
laktosy. Ziskana praskovéd smés se granuluje s vodnym roztokem hydroxypropylcelulosy a
laurylsiranu sodného za pouziti Powrex nebo jiného vhodného granulaéniho zafizeni s vysokym
stfihem, dals§i voda mize byt pfidavana pro dosaZzeni kone¢ného vysledku. Mlynek muize byt
pouzit pro z rozdrceni hrudek vlhkého granulatu a pro usnadnéni suseni. Material ziskany vlhkou
granulaci se susi za pouziti bud’ susi¢ky s fluidnim lozem, nebo susici picky. Po ususeni mize byt
material proset pro eliminaci vétsich aglomerati. Mikrokrystalicka celulosa, kroskarmelosa sod-
na a magnesium-stearat se proseji a ptidaji se k suchym prosetym granulim. Tyto pfisady a suché
granule se misi do zisku uniformni smeési za pouziti misiciho bubnu, lopatkové michacky nebo
jiného vhodného misiciho zafizeni. Miseni mize byt rozdéleno do dvou fazi. Mikrokrystalicka
celulosa, kroskarmelosa sodné a suché granule se pridaji do michaciho zafizeni a misi se v prvni
fazi, a potom se prida k této smési magnesium-stearat a proveden se miseni ve druhé fazi.

Promisena smés se potom lisuje do tablet za pouziti rotaniho lisovaciho pfistroje. Tabletova
Jadra se potdhnou filmem za pouziti vodné suspenze vhodné barvy v potahovaci picce (napf.
Accela Cota). Potazené tablety mohou byt lehce popraseny talkem pro zlepSeni manipulace
s tabletami.

Tablety se plni do plastovych zasobnikii (30 tablet/zasobnik) a pfilozi se k nim piibalovy letak
popisujici bezpe¢nost a u€innost slouceniny.

Priklad 3

Nasledujici slozky se pouziji pro ptipravu davkové formy obsahujici 5 mg sloudeniny I.

Slozka Mnozstvi (mg)
Granulace

Selektivni inhibitor PDES' 2,50
Monohydrat laktosy 79,395
Monohydrat laktosy (suseny postiikem) 12,50
Hydroxypropylcelulosa 2,00
Kroskarmelosa sodné 4,50
Hydroxypropylcelulosa (EF) 0,875
Laurylsiran sodny 0,35
Extragranularni prasky

Mikrokrystalicka celulosa (granularni-102) 18,75
Kroskarmelosa sodna 3,50
Magnesium—stearat (rostlinny) 0,63

Celkem 125 mg
Potahovaci film ptiblizné 6,875

Dévkova forma z prikladu 3 se pfipravi stejnym zptisobem jako davkova forma zpiikladu 2.

Priklad 4
Kapsle obsahujici roztok
Slozka mg/kapsli Procento (%)
Selektivni inhibitor PDES' |10 2
PEG40 NF 490 98
Hmotnost napiné 500 100

210 -
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Dutina Zelatinové kapsle se naplni pfesnym objemem naplné tvofené rozpusténym piipravkem
léku. Thned po injikovani roztoku Iéku do kapsle se kapsle uzavie teplem.

Kapsle se plni do plastového zasobniku a pfiloZi se k nim pifibalovy letak.

Priklad 5

Tato studie byla nahodila, dvojité slepa, placebem kontrolovana, dvojité prektiZzena klinicka far-
makologicka studie interakci l€ku, ktera hodnotila hemodynamické u€inky souc¢asného podavani
selektivniho inhibitoru PDES (tj. slouceniny I a kratkodob¢ piisobicich nitrati na zdravé dobro-
volniky muzského pohlavi. V této studii byla jedinctim denné po dobu 7 dnti podavana bud’ slou-
Cenina I v davce 10 mg, nebo placebo. V den 6 nebo 7 byl jedincim podéan subligualné nitrogly-
cerin (0,4 mg), kdyZ leZeli na zadech na sklopném stole. Nitroglycerin byl podan 3 hodiny po
aplikaci slouceniny I vSichni jedinci se podrzeli nitroglycerinovou tabletu po jazykem, dokud se
nerozpustila. Jedinci se naklan€li do sklonku 70° hlavou nahoru kazdych 5 minut po dobu
30 minut za méfeni krevniho tlaku a pulsu. U 22 jedinci (ve véku 19 az 60 let) nedoslo
k vyfazeni ze studie.

Podle predbézné analyzy této studie byly slou€enina I dobfe tolerovana a nebyly pozorovan za-
vazné nezadouci ucinky. Nebyly pozorovany zmény zpisobené slouéeninou I v laboratornim vy-
Setfeni ani ve 12-svodovém EKG. Nejéastéj$imi nezadoucimi Géinky byly bolest hlavy, dyspep-
sie a bolesti v zadech. Sloucenina I vykazovala minimalni, pokud né&jaky, vliv na primérny systo
licky tlak a priimérné maximalni nitroglycerinemindukované snizeni systolického kevniho tlaku.

Ptiklad 6

Ve dvou nahodilych, dvojité zaslepenych, placebech kontrolovanych studiich byla slouéenina I
podavana pacientim potiebujicim takovou lé¢bu v riznych davkach, jak v denni terapii, tak
podle potieby pro sexualni styk mimo nemocnici. Davky od 5 do 20 mg slouceniny I byly u¢inné
a mély incidenci méné nez 1% flushe a nebyly popsany abnosmality vidéni. Bylo zji$téno, Ze
davka 10 mg slouceniny I je plné u€inna a ma minimalni nezadouci uéinky.

Zlepseni erektilni funkce bylo zji§téno podle Mezinarodniho indexu erektilni funkce (IIEF) (Ro-
sen et al., Urology 49, str. 822-830 (1997)), diafe sexualnich pokusi a dotaznikd celkového us-
pokojeni. Sloucenina I vyznamné zlepSovala procento uspésnych sexudlnich stykd v&etné schop-
nosti doséhnout a udrzet erekci jak pfi ,,pfileZitostném®, tak pti pravidelném dennim podavéani.

Piiklad 7

Treti klinickd studie byla nahodila, dvojité zaslepena, placebem kontrolovana studie, pfi které
byla slou¢enina I podavana pfilezitostn€ muZziim s erektilni dysfunkci. Slouéenina I byla podava-
na pii 1écbé muzské erektilni dysfunkce (ED) po dobu 8 tydnii. Erektilni dysfunkce (ED) je defi-
novana jako pretrvavajici neschopnost dosdhnout a/nebo udrZet erekci dostate¢né pro uspokoji-
vou sexualni vykonnost. ,,Prilezitostné* podavani je definovano jako ob&asné podavani slou€eni-
ny I pfed ofekdvanou sexualni aktivitou.

Studovana populace se skladala z 212 muzi ve véku alespori 18 let, se stiedni aZ tézkou erektilni
dysfunkci. Sloucenina I se podavala oralné ve formé tablet ko—sraZeniny vyrobenych podle
Butlerova patentu US 5 983 326. Sloucenina I se podavala v davkach 2 mg, 5mg, 10 mg a
25 mg, ,prilezitostné a ne Castéji nez 1-krat za 24 hodin. Béhem studie nebylo povoleno uzivani
nitratl, azolovych antimykotik (napiiklad ketokenazolu nebo itrakonazolu), warfarinu, erythro-
mycinu nebo antiandrogent. Nebylo povoleno uzivani zadné jiné schvalené medikace, 1é¢by
nebo prostfedki. 41 jedinctim bylo podavano placebo.

-11 -
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Dvéma primarnimi sledovanymi hodnotami u¢innosti byly schopnost jedince sexualné se stykat
s partnerem a schopnost jedince udrzet erekci béhem sexualniho styku, jak je méfena Mezinarod-
nim indexem erektilni funkce (IIEF). IIEF dotaznik obsahuje 15 otazek a jedna se o stru¢né a
spolehlivé méfeni erektilni funkce. Viz Rosen et al., Urology 49, str. 822-830 (1997).

Sekundarnimi parametry byly IIEF skoére pro erektilni funkei, orgasmus, sexualni zadostivost,
uspokojeni ze sexuélniho styku a celkova spokojenost; schopnost pacienta dosahnout erekce,
schopnost zasunout penis do vaginy partnery, dokonéeni sexualniho styku s ejekulaci, spokoje-
nost s tvrdosti erekce a celkova spokojenost, stejné jako hodnoceni pomoci diafe Profilu sexual-
niho Zivota (SEP); a pomoci celkového pohovoru na konci 1é€by. SEP je diaf dokumentujici
kazdy sexualni sty béhem studie.

Bezpecnostni aspekty studie zahrnovaly vSechny jedince zahrnuté do studie a byly hodnoceny
pomoci hodnoceni vSech zaznamenanych nezaddoucich u¢inkd, vitalnich ptiznaka, vysledki fyzi-
kalniho vysetfeni a vysledku elektrokardiografu.

Na konci studie bylo procento pacientd hodnoticich svou schopnost penetrace do vaginy (IIEF
otazka 3) jako ,,témér vzdy nebo vzdy* nasledujici: 17,5 % v placebo skuping, 38,1 % ve skupiné
2 mg, 48,8 % ve skupiné 5 mg, 51,2 % ve skupiné 10 mg a 83,7 % ve skupiné 25 mg. Srovnani
ukazalo statisticky vyznamny rozdil ve schopnosti penetrace mezi placebem a viemi davkami

slouceniny I.

Na konci studie bylo procento pacientli hodnoticich svou schopnost udrzet erekci (IIEF otazka 4)
jako ,,téméf vzdy nebo vzdy“ nasledujici: 10,0 % v placebo skuping, 19,5 % ve skupiné 2 mg,
32,6 % ve skupiné 5 mg, 39,0 % ve skupiné 10 mg a 69,0 % ve skupiné 25 mg. Srovnani ukazalo
statisticky vyznamny rozdil ve schopnosti udrzeni erekce mezi placebem a v§emi davkami slou-
Ceniny 1.

Tato studie také obsahovala hodnoceni bezpe€nosti. Nezadouci uéinek vyvolany lébou je defi-
novan jako stav nepfitomny za normalniho stavu a pfitomny po zakladnim stavu, nebo jako stav
pfitomny ze zakladniho stavu, ktery se zhor$i po zakladnim stavu. Nejcastéji popisovanymi neza-
doucimi Géinky byly bolesti hlavy, dyspepsie a bolesti zad. Zdalo se, Ze incidence nezadoucich
udinki souvisejicich s 1é€bou souvisela s davkou.

Celkove tato studie prokazala, ze vS§echny &tyfi davky slouceniny I, konkrétné 2 mg, 5 mg, 10 mg
a 25 mg, podavané ,piilezitostné”, vedle k dosazeni vyznamného zlepSeni, ve srovnani s place-
bem, sexudlni vykonnosti u muzi s erektivni dysfunkci, jak je hodnocena IIEF, podle diafe
pacientli hodnoticich frekvenci a uspésnych sexualni stykid a uspokojeni ze sexuéalniho styku, a
podle celkového hodnoceni.

Dohromady vysledky z klinickych studii ukazuji, Ze podavani slouéeniny I G€inné 1é¢i muzskou
erektivni dysfunkeci, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

IIEF hodnoceni erektilni dysfunkce (zména od zikladni hodnoty)

Dévkova jednotka slouceniny I n Primér + SD p
placebo 131 0,8%5,3

2 mg 75 3,9%6,1 <0,001
5 mg 79 6,6 +7,1 < 0,001
10 mg 135 79+6,7 < 0,001
25 mg 132 94+7,0 <0,001
50 mg 52 9,8+5,5 < 0,001
100 mg 49 8,4 +6,1 < 0,001

n je pocet jedinct, SD je standardni odchylka
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Nicméng, z klinickych studii bylo také ziejmé, Ze procento nezadoucich G¢inkd souvisejicich
s lécbou se zvySuje se stoupajici davkou slouceniny 1, jak je patrno z nasledujici tabulky.

Nezadouci u€inky souvisejici s 1é¢bou (%)

Davkova jednotka slouceniny (I) (mg)

Nezadouci u€inek Placebo |2 5 10 25 50 100
Bolest hlavy 10 12 10 23 29 34 46
Dyspepsie 6 3 14 13 19 20 25
Bolesti zad 5 3 3 15 18 24 22
Myalgie 3 0 3 9 16 20 29
Rhinitis 3 7 3 4 4 0 2
Conjuctivitis 1 0 1 1 0 2 5
Otok oc¢nich vicek 0 0 0 1 1 2 3
Flush 0 0 0 <1 0 3 7
Abnormality zraku 0 0 0 0 0 0 0

Vyse uvedena tabulka ukazuje zvySovani neZadoucich u€inkl pfi davkach 25 mg az 100 mg.
Proto, ackoliv byla 1é€ba ED G¢inna pii pouziti davek 25 mg az 100 mg, musi byt brany v ivahu
nezadouci ucinky pozorované pri davkach 25 mg az 100 mg.

Podle predkladaného vynalezu je davkova jednotka obsahujici piiblizné 1 mg az pfiblizné 20 mg,
vyhodné pfiblizné 2 mg az priblizné 20 mg, 1épe piiblizn€ 5 mg az pfiblizn€ 15 mg, slouceniny I,
podavana v maximalni davce 20 mg za 24 hodin, uéinna v 1é¢bé ED a minimalizuje nebo elimi-
nuje vyskyt nezadoucich vedlejsich u€inkd. Vyznamné je to, Ze nebyly pospany abnormality
zraku a flush. Prekvapivé mohou byt davkami pfiblizné 1 mg az pfiblizn¢ 20 mg slouceniny I
1é€eni pro ED s minimalnimi nezddoucimi u¢inky také jedinci lé€ent nitraty.

Principy, vyhodna provedeni a zpisoby provedeni vynalezu byly popsany v uvedené piihlasce.

Vynalez vSak neni omezen popsanymi konkrétnim provedenimi, které jsou pouze ilustrativni.
Existuji rizné variace a modifikace, které spadaji do rozsahu vynalezu.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticka jednotkova davkova forma, vyzmnacujici se tim, Zeobsahujel az
20 mg slouceniny strukturniho vzorce I

o}

H
\\“ /C“H3
l N\“) (1),
H H

o

0
o7

kde uvedend davkova forma je vhodna pro peroralni podavani.

2. Davkovéa forma podle niroku 1, vyznacujici se tim, ze obsahuje 2 az 20 mg
slou€eniny strukturniho vzorce L.
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3. Davkova forma podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze obsahuje 5 az 20 mg
sloueniny strukturniho vzorce I.

4. Davkova forma podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze obsahuje 2,5 mg slouce-
niny strukturniho vzorce L

5. Davkova forma podle niroku3,vyznaéujici se tim, Ze obsahuje 5 mg slouCeniny
strukturni vzorce L.

6. Davkova forma podle ndroku 3, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje 10 mg slouce-
niny strukturniho vzorce 1.

7. Dévkova forma podle ndroku 3, vyznacéujici se tim, Ze obsahuje 20 mg slouce-
niny strukturniho vzorce I.

8. Davkova forma podle kteréhokoliv znarokdi 1 az 7 vybrana ze skupiny sestavajici
z kapaliny, tablety, kapsle a gelové kapsle.

9. Dévkova forma podle kteréhokoliv z narokt 1 az 7 ve formé tablety.

10. Déavkova forma podle kteréhokoliv z naroki 1 az 7 pro pouziti pro 1é¢bu stavu, pii kterém je
zadouci inhibice PDES.

11. Dévkova forma pro pouziti podle naroku 10, kde stavem je sexualni dysfunkce.

12. Davkova forma pro pouziti podle naroku 11, kde sexuélni dysfunkci je muzska erektilni
dysfunkce.

13. Dévkova forma pro pouziti podle naroku 11, kde sexualni dysfunkci je porucha vzrusivosti
u Zen.

14. Pouziti jednotkové davky obsahujici 1 az 20 mg slou€eniny strukturniho vzorce 1

B
o /C:HJ
L) \n) (1),
K H

0

3 1EN

0O
o7

pro vyrobu léku pro 1é¢bu stavu, pii némz je Zadouci inhibice fosfodiesterazy PDES.

15. Pouziti pode naroku 14, kde 1é€ivo je pro podani az do maximalni celkové davky 20 mg
sloueniny strukturniho vzorce I za den.

16. Pouziti podle naroku 14, kde Ié¢ivo je pro podavani ve formé jedné nebo vice jednotkovych

davek obsahujicich 1 az 20 mg slouceniny strukturniho vzorce I az do maximalni celkové davky
20 mg slouceniny strukturniho vzorce I za den.
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17. Pouziti podle nékterého z narokii 14 az 16, kde jednotkova davka obsahuje 2 az 20 mg
slou€eniny strukturniho vzorce 1.

18. Pouziti podle nékterého z narok 14 aZ 16, kde jednotkova davka obsahuje 5 az 20 mg
slougeniny strukturniho vzorce 1.

19. Pouziti podle n€ékterého z narokd 14 az 16, kde jednotkova davka obsahuje 2,5 mg slouceni-
ny strukturniho vzorce 1.

20. Pouziti podle n€kterého z narokt 14 az 16, kde jednotkova davka obsahuje 5 mg slouceniny
strukturniho vzorce I.

21. Pouziti podle n€kterého z narokt 14 az 16, kde jednotkova davka obsahuje 10 mg slouceni-
ny strukturniho vzorce L

22. Pouziti podle n€kterého z narokii 14 az 16, kde jednotkova davka obsahuje 20 mg slouceni-
ny strukturniho vzorce L.

23. Pouziti podle naroku 14 nebo 15, kde jednotkova davka obsahuje 10 mg slouceniny
strukturniho vzorce I a je pro podéni jednou za den.

24. Pouziti podle nékterého z narokt 14 az 23, kde jednotkova davka je ve formé zvolené ze
souboru sestavajiciho z kapaliny, tablety, kapsle a gelové kapsle.

25. PouZiti podle n¢kterého z naroku 14 az 23, kde jednotkova davka je ve formé tablety.
26. Pouziti podle neékterého z naroki 14 az 25, kde stavem je sexualni dysfunkce.
27. Pouziti podle naroku 26, kde sexualni dysfunkci je erektilni dysfunkce u muzii.

28. Poutziti podle naroku 26, kde sexuélni dysfunkci je porucha vzruSivosti u Zen.

Konec dokumentu
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