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Derivaty kyseliny fumarové

Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka

derivatl kyseliny fumarové

7

jako inhibitory NF-kappaB.

pouziti jednoho nebo vice

jako inhibitoru NF-kappa B. Dale
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se tento vynalez tykéd pouZiti derivatl kyseliny fumarové
pro pripravu farmaceutického prostfedku k 1é&bé& nemoci,

které mohou byt ovliivnény NF-kappaB.

Dosavadni stav techniky

Je znémo, Ze farmaceutické pfipravky, jako je kyselina
fumarova, které po podani jsou biologicky degradovany a
vstupuji do citratového cyklu nebo jsou jeho souléasti,
ziskévaji na terapeutickém vyznamu, zejména pfi podavani ve
vysokych davkach, protoZe mohou zmirnit nebo vylélZit nemoci
zplisobené kryptogeneticky. Ddle kyselina fumarova inhibuje
rist Fhrlichova ascitniho né&doru u my3i, sniZuje toxické
4&inky mitomycinu C a aflatoxinu a vykazuje antilupénkovou
a antimikrobi&lni aktivitu.

NejdfileZit&jdim praktickym pouZitim je 1éCba lupénky
riznymi derivaty kyseliny fumarové, kterd jiZ byla popsana
v mnoha patentovych spisech, jako napfiklad v EP O 188 479,

DE 25 30 372, DE 26 21 214 nebo EP 0 312 697.

Dal3i pouZiti urlitych derivatl kyseliny fumarove,
konkrétné alkylhydrogenfumaratd, je popsano v DE 19721099.6
a DE 19853487.7. V té&chto publikacich je popsano pouZiti
t&chto specifickych derivatd kyseliny fumarové pri 1lécCbeé
autoimunitnich nemoci, jako je polyartritida, roztroudena
skleréza a reakce $tépu proti hostiteli. Déle v DE
19853487.6 a v DE 19839566.3 je popsano pouziti

alkylhydrogenfumaratd a dialkylfumaratd v transplantalni
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medicin&. Alkoliv byla provedena jednotliva zkoumdni
mechanismu pusobeni derivatd kyseliny fumarové pri 1écbé
lupénky, neexistuji Za&dné specifické informace na toto

téma.

NF-kappaB (jaderny faktor kappaB) je transkripéni
faktor eukaryotickych bunék. NF-kappaB patfi do skupiny Rel
proteinti, t#idy transkripénich faktort, vyznalujicich se
takzvanou Rel doménou. Rel doména byla pojmenovana po
prvnim ¢lenu nalezeném v ptalim viru, ktery byl onkogenem.
Specifickd mista této homologni Rel domény (Rel homologni
doména = RHD), kterd se skladdéd se z 300 aminokyselin, jsou
zodpov&dnd za vazbu DNA na mista kappaB, za dimerizaci s

daldimi proteiny Rel skupiny a za interakci s I-kappaB.

Doposud je u savcl znamo 5 &lenl skupiny Rel. Jsou to
c-Rel, NF-kappaBl (pl05/p50), NF-kappaB2 (pl00/p52) a RelB.
Teoreticky téchto pét &lent skupiny Rel proteinl miZe byt
kombinovano do jakékoliv formy homo- a heterodimert,
adkoliv in vivo bylo pozorovano pouze né&kolik specifickych
kombinaci. Typickd a nejlépe popsana molekula NF-kappaB je
heterodimer p50/p65 podjednotek NF-kappaBl/RelA. Tento
heterodimer je nejb&Znéisim komplexem a nachdzi se

prakticky ve wv3ech typech bunék.

Po bunéd&né aktivaci a disociaci I-kappaB, NF-kappaB
heterodimer p50/p65 migruje do buné&&ného jadra, kde se vaie
na odpovidajici sekvenci 5’GGGRNNYYCC-3'. V tomto procesu
podjednotka p50 pfedeviim slouZi jako vazebnd podjednotka

DNA, zatimco podjednotka p65 md transaktivadni funkci.

V disledku t&chto odlisnych kombinaci kazZdy z téchto
heterodimerd vykazuje jedinelné charakteristické vlastnosti
pokud jde o specificitu buné&lného typu, preference
s ohledem na DNA vazbu, rozdilnou interakci s izoformami

I~kappaB, rozdilné aktivadni poZadavky a kinetiku aktivace.
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K rychlé indukovatelnosti NF-kappaB pfispiva
skute&nost, Ze tento faktor Je pfitomeﬂ v cytoplazmé
v neaktivni form&, totiZ v komplexu navazaném na inhibitor
I-kappa B. Proto pro aktivaci neni potfeba Zadna nova
syntéza proteinu, ale pouze rozpusSténi tohoto komplexu s
I-kappaB nebo degradace tohoto inhibitoru a nasledné

premisténi pravé aktivniho dimeru NF-kappaB do jadra.

NF-kappaB miZe byt aktivovén celou fadou
fyziologickych a nefyziologickych stimul. Mezi né
napriklad pat#i cytokiny, mitogeny, viry, produkty virt,
zesiténi receptorf antigenu na T- a B-lymfocytech, ionofory
vapniku, estery forbolu, UV-zafeni, oxidacéni stres,
inhibitory fosfatasy. Rozsah mnoha regulovanych nebo
aktivovanych genfi prost¥ednictvim NF-kappaB je tak Siroky,
Ye jeho transkripce je aktivovana, vyvolana a zesilena
vazbou heterodimeru na odpovidajici sekvenci, jak je
popsano vySe. Jako dileZité stimulalni latky mohou byt
zminény zejména tNF-alfa, IL-1, IL-2 a lipopolysacharidy.
Tyto regula&ni geny obecné obsahuji geny, které jsou
zapojeny do imunitni funkce, zédndtlivé odezvy, adheze
bundk, rfistu bundk, ale i odumfeni bunék. Zejména by meély
byt zmin&ny geny molekul adheze bunék, cytokinti, receptort
cytokin®, proteint akutni faze, rustovych faktord a vira.
Speci&lné mezi geny indukované NF-kappaB patfi geny pro
interferon-f, pro lehky fet&zec imunonoglobulinu, pro

receptor T-bunék, pro TNF-a a TNF-f a pro tkanovy faktor
(CD142), di¥ive nazyvany tkaiovy tromboplastin nebo faktor
IIT.

Diky jeho ustfedni tloze p¥i regulaci imunitnich
reakci a za&ndtlivych reakci uvedenych vyse a jeho zapojeni
do regulace tk&fiovych faktort, cytokint, atd. se
predpoklada, Ze pri vyvoji selektivnich inhibitort

transkripce faktoru NF-kappaB mohou byt olekavany podobné




vyhody jako u jiZ zndmych protizanétlivych &inidel. Jako
pfiklady mohou byt jmenovény protizanétliva steroidni

¢inidla, interferony nebo cyklosporiny.

Podstata vynalezu

Prekvapivé® bylo nyni zjiSténo, Ze jednotlivé derivaty
kyseliny fumarové nebo jejich smé&si maji inhibic¢ni dcinek
va&i NF-kappaB. Tento G&inek miZe byt vyhodné& vyuZit pfi
pfipravé farmaceutického prost¥edku obsahujici tyto
derivaty kyseliny fumarové bud jednotlivé nebo ve smé&si pro
1é&bu nemoci, které jsou zprostredkovany nebo mohou byt
ovlivnény NF-kappaB. Mezi nemoci, které mohou byt ovlivnény
NF-kappaB, patfi zejména progresivni generalizovana
sklerodermie, osteochondritida syfilitika (Wegenerova
choroba), cutis marmorata (livedc reticularis), Behcetova
choroba, panarteritida, vredovita kolitida, wvaskulitida,
osteocartritida, dna, arteriosklerdza, Reiterova choroba,
plicni granulomatdza, druhy encefalitidy, endotoxicky Sok
(septicko-toxicky 3ock), sepse, pneumonie,
encefalomyelitida, anorexia neurosis, hepatitida (akutni
hepatitida, chronick& hepatitida, toxicka hepatitida,
alkoholem vyvolanéd hepatitida, epidemicka hepatitida,
Yloutenka, selhdni ¢innosti jater a cytomegalovirova
hepatitida), Rennertova T-lymfomatédza, mesangialni
nefritida, postangioplastickd restendza, reperfuzni
syndrom, cytomegalovirova retinopatie, adenovirova
onemocnéni jako jsou adenovirové nachlazeni,
faryngokonjuktivéalni horelka a adenovirova oftalmie, AIDS,
Guillain-Barrého syndrom, postherpeticka a postzosterova
neuralgie, z&nétliva demyelinizalni polyneuropatie,
mononeuropathie multiplex, mukoviscidéza, Bechterewova
choroba, Barettlv ezofagus, EBV infekce (Epstein-Barruv

virus), srdelni pFretvoreni, intersticiidlni cystitida,




diabetes mellitus typu II, radiosenzibilizace lidskych
naddort, multirezistence zhoubnych buné&k

k chemoterapeutickym ¢inidllm (rezistence p¥i chemoterapii
vadi vice 1&&ivim), koZni granulom a karcinomy, jako je
karcinom prsu, karcinom tlustého streva, melanom, karcinom
primérnich jaternich bunék, adenockarcinom, kaposi sarkom,
karcinom prostaty, leukemii jako je akutni myeloidni
leukémie, mnohodetny myelom (plazmocytom), Burkittlv lymfom
a Castleman(v nador.

Podle tohoto vynalezu jeden nebo vice derivatd
kyseliny fumarové, vybranych ze skupiny sestavajicil
z dialkylester kyseliny fumarové a monoalkylestert
kyseliny fumarové ve formé& volné kyseliny nebo ve formé
soli a jejich smé&si, je vyhodné& pouZito pro inhibici
NF~-kappaB a pro p¥ipravu farmaceutického prostfedku.
Dialkylestery kyseliny fumarové vyhodné& odpovidaji

vzorci

R,00C H

kde Ry a Ry, které mohou byt stejné nebo odlisné, jsou
nezavisle linedrnim, v&tvenym, cyklickym, nasycenym nebo
nenasycenym C.z4 alkylovym radikdlem nebo Cs.zo arylovym
radikdlem a tyto radikdly jsou pfipadn& substituovany
halogenem (F, Cl, Br, I), hydroxyskupinou, Ci-g

alkoxyskupinou, nitroskupinou nebo kyanoskupinou.

Radikaly Ry a Ry jsou vyhodné& methyl, ethyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, sek.butyl, terc.butyl, pentyl,
cyklopentyl, 2-ethylhexyl, hexyl, cyklohexyl, heptyl,
cykloheptyl, oktyl, vinyl, allyl, 2-hydroxyethyl, 2~ nebo




3~hydroxypropyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2-methoxyethyl,
nethoxymethyl nebo 2~ nebo 3-methoxypropyl.

Monoalkylestery kyseliny fumarové vyhodné& odpovidaii

vzorci

\ A

kde R; je definovén vvie, A je vodik, kation alkalického
kovu nebc kovu alkalickych zemin nebo fyziologicky
kompatibilni kation prechodného kovu, wyhodné vybrany

z Li*, Na*, K', Mg*", ca?', zn?', Fe® a Mn®', a n je 1 nebo 2

a odpovidd mocenstvi A.

Tento vynalez vyhodné pouZivad jeden nebo vice derivata
kyseliny fumarové, vybranych ze skupiny obsahujici
dimethylester kyseliny fumarové, diethylester kyseliny
fumarové, methylethylester kyseliny fumaroveé,
methylhydrogenfumarat, ethylhydrogenfumarat, methylfumarat
hotelnaty, ethylfumarat hofe&naty, methylfumarat zinecénaty,
ethylfumarat zinelnaty, methylfumarat Zeleznaty a
ethylfumarat Zeleznaty, methylfumarat vépenaty a/nebo

ethylfumarat vapenaty.

Podle tohoto wyndlezu jsou derivaty kyseliny fumarové
vyhodné pouZity pro pripravu farmaceutického prostfedku
v takovém mnoZstvi, Ze Jjedna davkovaci jednotka tohoto
farmaceutického prostfedku obsahuje mnoZstvi
derivatu/derivatd kyseliny fumarové odpovidajici nebo
ekvivalentni 1 aZ 500 mg, vyhodn& 10 aZ 300 mg a

nejvyvhodnéji 10 aZ 200 mg kyseliny fumarové.
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Vyhodnymi formami aplikace pro tento farmaceuticky
prostfedek je ora&lni, parenteralni, rektalni,
transdermalni, nazalni, pulmondlni (inhalacni) nebo
oftalmické podavani (ve form& ofnich kapek), vyhodné je
ordlni podavani. Potom bude tento prostfedek pritomen ve

vhodné formé pro kaiZdy typ podévani.

P¥i oralnim podavéani je tento farmaceuticky prostfedek
pfitomen ve form& jednotlivych tablet s jednotkovou déavkou,
mikrotablet (tablety s vicejednotkovymi dévkami) nebo
minitablet, mikrokuli&ek nebo granuli (tyto mikrotablety,
mikrokulidky nebo granule jsou pfipadné zakapsulovany nebo
plnény do oballl), kapsli nebo roztoku pfo piti. Ve vyhodném
provedeni tuhé davkovaci nebo aplikované formy Jjsou
opatfeny enterosolventnim povlakem. Takovy povlak mbZe také

byt nanesen na zakapsulované nebo plnéné davkovaci formy.

V pripadé parenterdlniho podavani injekci

(intravendzné i. v., intramuskuldrné i. m., subkutédnné s.
c., intraperitonedlné i. p.) je prostfedek pfitomen ve
vhodné formé&. Pro injekce mohou byt pouZity viechny vhodné

béZné kapalné nosice.

Tento farmaceuticky prostfedek mZe vyhodné obsahovat
bud jednotlivé nebo ve smé&si: 10 aZ 500 mg dialkylfumaratu,
zejména dimethylfumaratu a/nebo diethylfumaratu; 10 aZ 500
mg alkylfumaratu vapenatého, zejména methylfumaratu
vapenatého a/nebo ethylfumaratu vapenatého; 0 aZz 250 mg
alkylfumaratu zinelnatého, zejména methylfumaratu
zine&natého a/nebo ethylfumaratu zineclnatého; 0 aZ 250 mg
alkylhydrogenfumaratu, zejména methylhydrogenfumaratu
a/nebo ethylhydrogenfumaratu; a 0 aZ 250 mg alkylfumaratu
horefnatého, zejména methylfumaratu hofel&natého a/nebo

ethylfumaratu hofelnatého; souhrnnéd vySe uvedend mnoistvi

L X 2 sose




odpovidaiji ekvivalentu 10 aZ 500 mg, vyhodné 10 aZ 300 mg a

nejvyhodnéji 100 mg kyseliny fumarové.

Vyhodné prostfedky podle tohoto vynalezu obsahuji

pouze dimethylfumarat v mnoZstvi 10 aZz 300 mg.

Ve zv1adtné& vyhodném provedeni je tento prostfedek
pritomen ve formé& mikrotablet nebo mikrokulicek. Ty vyhodné
maji velikost nebo stfedni primé&€r < 5 000 pm, vyhodn&ji
velikost 300 aZz 2 500 pm,
kuli¢ky a 1 000 aZ 2 500 pm pro mikrotablety. PF¥i podavani

zejména 300 aZ 1 000 pum pro

derivath kyseliny fumarové ve formé& mikrotablet, coZ je
vyhodné provedeni podle tohoto vynalezu, maZe byt dale
sni?eno gastrointestindlni dréZdéni a vedlejsi udinky,
které nemohou byt vylouleny pfi poddvani béZnych tablet

s jednotlivou jednotkovou davkou. To je pravdépodobné
zplisobeno skutelnosti, Ze mikrotablety, vyhodné
mikrotablety s enterosolventnim povlakem, jsou jiZ
rozptyleny v Zaludku a proto se dostavaji do intestinalniho
traktu po C¢astech, kde jsou aktivni sloZky uvoliiovany
mistnd® v mendich davkéch, zatimco celkova dévka zustava
stejnd. Toto naopak napomédhd se vyhnout mistnimu draZdéni
epitelidlnich intestindlnich bunék, z &ehoZ vyplyva
zlep3end gastrointestindlni tolerance mikrotablet ve

srovnani s béZnymi tabletami.

Derivaty kyseliny fumarové obsaZené v prostfedcich
podle tohoto vyndlezu jsou pfipraveny napfiklad zplisobem
popsanym v EP 0 312 679.

Pfiprava vzorka

Oralni prosttedky podle tohoto vynédlezu ve formé
tablet nebo mikrotablet mohou byt pfipraveny klasickymi
tabletovacimi pracovnimi postupy. Krom& téchto klasickych

tabletovacich pracovnich postupl mohou byt pouZity dal3i
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zptisoby pripravy tablet, Jjako je pfimé tabletovani a rovnéZ
i1 zplsoby pripravy tuhych disperzi prostfednictvim taveni

nebo sprejového suseni.

Tyto tablety mohou byt opatFfeny enterosolventnim
povlakem. Tento enterosolventni povlak miZe byt nanaSen
v klasické potahovaci pé&nvi nebo sprejové. Tento povlak
miZe byt také nandSen v Boegelové potahovacim zafizeni.

Dale tato tableta miZe byt opat¥ena tenkym povlakem.

Z divodu vysvétleni pouZiti tohoto vynédlezu Jjsou dale
uvedeny rlzné ptiklady p¥ipravy vyhodnych lé&iv. Tyto

priklady objasfiuji, ale neomezuji tento vynalez.

P¥iklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

PF¥iprava tenkych tablet s enterosolventnim povlakem
obsahujicich 100,00 mg védpenaté soli monomethylfumaratu, coZ

odpovida 78 mg kyseliny fumarové

Za dodrZeni nezbytnych bezpelnostnich opatfeni
(ochrannd maska, rukavice, ochranny odév atd.) bylo 10 kg
vapenaté soli monomethylfumaratu rozdrceno, intenzivné
promichadno a homogenizovano za pouZiti sita 800. Potom byla
pripravena smés vehikula nédsledujiciho sloZeni: 21 kg
derivatu $krobu (STA-RX 1500%), 2 kg mikrokrystalické
celoldzy (Avicel PH 101%), 0,6 kg polyvinylpyrrolidonu
(PVP, Kollidon® 25), 4 kg Primogel®, 0,3 kg koloidni

kyseliny orthok¥emidité (Rerosil®).

K Gplné pradkové smési byla pfidana aktivni sloiZka,
smé&s byla michéna, homogenizovana za pouZiti sita 200 a
zpracovéna s 2% vodnym roztokem polyvinylpyrrolidonu (PVP,
Kollidon® 25) obvyklym zptisobem do pojivovych granuli,
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které byly potom michdny s vnéjisdi fazi v suchém stavu. Tato
faze sestavala z 2 kg takzvaného FST komplexu obsahujiciho

80 % mastku, 10 % kyseliny orthokfemicité a 10 % stearatu

hofel&natého.

Potom byla tato sm&s lisovéna obvyklym zplsobem do
vypouklych tablet o hmotnosti 400 mg a primé&ru 10,0 mm.
Misto téchto klasickych zplsobl lisovani mohou byt také pro
pfipravu tablet pouZity daldi zplGsoby, jako je pfimé
lisovani nebo pfiprava tuhych disperzi pomoci taveni a

sprejového suseni.

Enterosolventni povlak

Roztok 2,250 kg ftalatu hydroxypropylmethylcelulbzy
(HPMCP, Pharmacoat HP® 50) byl rozpudtén v smé&si
rozpouStédel skladajici se z 2,50 1 demineralizované vody,
13 1 acetonu Ph. Helv. VII a 13 1 ethanolu (94 hmotn.
procent), potom bylo k tomuto roztoku pfidéno 0,240 kg
ricinového oleje (Ph. Eur. II). Tento roztok byl nalit nebo
rozpradovan po Castech na jadra tablet bé&Znym zplsobem
v potahovaci panvi nebo nanaden v zafrizeni vhodné

konstrukce s fluidni vrstvou.

Po su3eni byl nanesen tenky povlak. Tento povlak se
skladal z roztoku Eudragitu E 12,5%° 4,8 kg, mastku Ph.Eur.
II 0,34 kg, oxidu titanového Cronus RN 56° 0,52 kg,
barevného laku ZLT-2 blue (Siegle) 0,21 kg a
polyethylenglykolu 6000 Ph.Helv. VII 0,12 kg ve smési
rozpouStédel skladajici se z 8,2 kg 2-propanolu Ph. Helv.
VII, 0,06 kg glyceroltriacetatu (Triacetin®) a 0,2 kg
demineralizované vody. Po homogenni distribuci v potahovaci
panvi nebo v fluidni vrstvé byla smés sulena a le3téna

obvyklym zp@sobem.




e See¢e *9 et
L]

[ IX X R Y

- 11 -

(XXX F Y]
-
AL XX )
o6
(X X ¥ ]
(2 X X1
e &

PEiklad 2

Priprava enterosolventnich kapsli obsahujicich 86,5 mg
vapenaté soli monoethylfumaratu a 110,0 mg
dimethylfumaratu, coZ odpovidd celkovému mnoZstvi 150 mg

kyseliny fumarové

Za dodrZeni nezbytnych bezpedlnostnich opatfeni
(ochrannd maska, rukavice, ochranny odév atd.) bylo 8,65 kg
vapenaté soli monomethylfumaratu a 11 kg dimethylfumaratu
intenzivné smichano se smési skladajici se z 15 kg Skrobu,
6 kg laktdézy Ph. Helv.VII, 2 kg mikrokrystalické celuldzy
(Avicel®), 1 kg polyvinylpyrrolidonu (Kollidon® 25) a 4 kg

Primogel® a homogenizovano za pouZiti sita 800.

Spolelné s 2% vodnym roztokem polyvinylpyrrolidonu
(Kollidon® 25) byla celd prasSkova smds zpracovéna obvyklym
zplisobem do pojivovych granuli a smichéna s vnéjgi fazi
v suchém stavu. Tato vnéj3i faze se skladala z 0,35 kg
koloidni kyseliny orthokfemidité (Aerosil®), 0,5 kg
stearatu hofelnatého, 1,5 kg mastku Ph.Helv.VII. Tato
homogenni smés byla potom pln&na v davkach 500,0 mg do
vhodnych kapsli, které byly potom potaZeny zndmym zplsobem
enterosolventnim povlakem (odolnym v(&il Zaludelni kyseling)
sklddajicim se z stearatu hydroxypropylethylceluldzy a
ricinového oleje jako zvlaclriovadla. Kromé& tvrdych
Zelatinovych kapsli smés mGZe byt také plndna do vhodnych
kapsli odolnych vaci Zaludeéni kyseliné&, které se skladaji
ze smési acetatftalatu celuldézy (CAP) a ftalatu

hydroxypropylethylceluldzy (HPMCP).

Pfiklad 3

Pfiprava mikrotablet s enterosolventnim povlakem v kapslich
obsahuijicich 87,0 mg vépenaté soli monocethylfumaratu, 120

mg dimethylfumaratu, 5,0 mg hofelnaté soli
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monoethylfumaratu a 3,0 mg zine&naté soli
monoethylfumaratu, coZ odpovida celkové 164 mg kyseliny
fumarové (“forte” tablety)

Za dodrZeni nezbytnych bezpelnostnich opatfeni
(ochrannd maska, rukavice, ochranny odév atd.) bylo
rozmé&lnéno 8,7 kg vapenaté soli monocethylfumaratu, 12 kg
dimethylfumaratu, 0,5 kg hofelnaté soli monocethylfumaratu a
0,3 kg zinelnaté soli monoethylfumaratu, sm&s byla potom
ndslednd intenzivné promichéna a homogenizovana za pouZiti
sita 800. Potom byla pfipravena smés vehikula ndsledujiciho
sloZeni: 18 kg derivéatu 3Skrobu (STA-RX 1500), 0,3 kg
mikrokrystalické celuldzy (Avicel PH 101), 0,75 kg PVP
(Kollidon 120), 4 kg Primogelu, 0,25 kg koloidni kyseliny
orthokfemidité (Aerosil). K Uplné praskové smési byla
pridana aktivni sloZka smési, smés byla homogenizovana za
pouZiti sita 200 a zpracovéna obvyklym zplsobem s 2% vodnym
roztokem polyvinylpyrrolidonu (Kollidon K25) za vzniku
pojivovych granuli, které byly potom michany v suchém stawvu
s vn&j8i fazi skladajici se z 0,5 kg stearatu hofelnatého a
1,5 kg mastku. Potom byla tato pra3kovad smés lisovéana
bé&Znym zplsobem do wvypouklych mikrotablet o celkové
hmotnosti 10 mg a primé&ru 2,0 mm. Misto téchto klasickych
zplisobll lisovani mohou byt také pro pfipravu tablet pouZity
dalsi zplsoby, jako je primé lisovani nebo pfiprava tuhych

disperzi pomoci taveni a sprejového sudeni.

Povlak odolny vi¢i Zalude&ni kyseliné miZe byt nalit
nebo rozpraSovan v klasické potahovaci pénvi nebo nandSen
v za¥izeni s fluidni vrstvou. Z divodu dosazZeni odolnosti
va&i Zalude&ni kyseliné& byly podily roztoku ftalatu
hydroxypropylmethylceluldzy (HPMCP, Pharmacoat HP50,
celkové 2,250 kg) rozpusStény v smé&si nasledujicich
rozpoustédel: 13 1 acetonu, 13,5 1 ethanolu (94 hmotn.
procent, denaturovany 2% ketonem), 2,5 1 demineralizované

vody. Ke kone&né upravé roztoku bylo pfidano 0,240 kg
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ricinového oleje jako zvlaclfiovadla a roztok byl po &astech
nand8en obvyklym zpuisobem na jadra tablet.

Tenky povlak: Po ukon&eni suSeni byla suspenze
nadsledujiciho sloZeni nand8ena jako tenky povlak ve stejném
za¥izeni: 0,340 kg mastku, 0,4 kg oxidu titanového Cronus
RN56, 0,324 kg barevného laku L Cerveny lak 86837, 4,8 kg
12,5% Eudragitu E a 0,12 kg polyethylenglykolu 6000 pH 11
XI ve sm&si rozpoudtédel nasledujiciho sloZeni: 8,17 kg
2-propanolu, 0,2 kg demineralizované vody a 0,6 kg

glyceroltriacetatu (Triacetin).

Mikrotablety odolné vi¢i Zaludelni kyseliné byly potom
plnény do tvrdych Zelatinovych kapsli o hmotnosti obsahu

500,0 mg a uzavfeny.

Priklad 4

Priprava mikrotablet s enterosolventnim povlakem v kapslich
obsahujicich 120,0 mg dimethylfumaratu, coZ odpovidd 96 mg

kyseliny fumarové

za dodrZeni nezbytnych bezpelnostnich opatfeni
(ochrannd maska, rukavice, ochranny odév atd.) bylo 12 kg
dimethylfumaratu rozmélné&no a homogenizovano za pouzZiti
sita 800. Potom byla pfipravena smés vehikula nasledujiciho
slo¥eni: 17,5 kg derivatu $krobu (STA-RX 1500%), 0,30 kg
mikrokrystalické celulbzy (Avicel PH 101%), 0,75 kg PVP
(Kollidon® 120), 4 kg Primogel®, 0,25 kg koloidni kyseliny
orthok¥emidité (Aerosil®). K tplné praskové smési byla
p¥idana aktivni sloZka, smés byla michéana, homogenizovana
za pouZiti sita 200 a zpracovana obvyklym zptsobem s 2%
vodnym roztokem polyvinylpyrrolidonu (Kollidon® 25) za
vzniku pojivovych granuli, které byly potom michdny
s vnd&j3i fazi v suchém stavu. Vné&js3i faze se sklédala

z 0,5 kg stearatu hofelnatého a 1,5 kg mastku.
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2

Potom byla tato préskova smé&s lisovéna béinym
zpsobem do vypouklych tablet o celkové hmotnosti 10 mg a

praméru 2,0 mm.

K dosaZeni odolnosti vac¢i Zaludelni kyseliné byl
roztok ftalatu hydroxypropylmethylceluldzy (HPMCP,
Pharmacoat HP®50 celkové 2,250 kg) rozpudtén ve smési
nasledujicich rozpoustédel: 13 1 acetonu, 13,5 1 ethanolu
(94 hmotn. procent, denaturovany 2% ketonem), 1,5 1
demineralizované vody. Ke konelné Uprav@ roztoku bylo
pridano 0,24 kg ricinového oleje jako zvlaclifiovadla a
roztok byl po 8&stech nand3en obvyklym zplisobem na Jjadra
tablet.

Po sudeni byl ve stejném zafizeni nanesen tenky povlak
suspenze nasledujiciho sloZeni: 0,34 kg mastku, 0,4 kg
oxidu titani&itého Cronus RN 56°, 0,324 kg barevného laku
L-red 86837, 4,8 kg Eudragit E 12,5%° a 0,12 kg
polyethylenglykolu 6000 pH 11 XI ve smé&si rozpoustédel
nasledujiciho sloZeni: 8,17 kg 2-propanolu, 0,2 kg
demineralizované vody a 0,06 kg glyceroltriacetatu

(Triacetin®).

Mikrotablety s enterosolventnim povlakem byly potom
plnény do tvrdych Zelatinovych kapsli o hmotnosti obsahu

400,0 mg a uzavfieny.

PPiklad 5

P#iprava mikrotablet s enterosolventnim povlakem v kapslich
obsahujicich 120,00 mg dimethylfumaratu, coZ odpovida 96 mg

kyseliny fumaroveé

12 kg dimethylfumaratu bylo rozmé&lné&no a
homogenizovéno, jak je popséno vy3e. Potom byla pripravena
sm&s vehikula nésledujiciho sloZeni: 23,2 kg
mikrokrystalické celuldzy (Avicel PH 200%), 3 kg
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natriumkroskarmelosy (AC-Si-SOL-SD-711), 2,5 kg mastku, 0,1
kg bezvodé kyseliny orthokfemidité (Rerosil® 200) a 1 kg
stearatu hofecnatého. Potom byla tato praskova smés
lisovana obvyklym zplsobem do vypouklych tablet majicich

celkovou hmotnost 10,0 mg a pramé&r 2,0 mm.

Nésledné& byl pfipraven roztok 0,94 kg Eudragit® L v
Z2-propanolu, pridemZ tento roztok didle obsahoval 0,07 kg
dibutylftalatu. Tento roztok byl sprejové nanad3en na jadra
tablet. Nasledné& byla pfipravena disperze 17,32 kg
Eudragit® L D-55 a smé&s 2,8 kg mikrocésticového mastku, 2,0
kg Makrogol 6000 a 0,07 kg dimetikonu ve vod&. Tato smés

byla nanéd3ena na jadra tablet.

Mikrotablety s enterosolventnim povlakem byly potom
plnény do tvrdych Zelatinovych kapsli o hmotnosti obsahu

650 mg a uzavreny.

P¥iklad 6
Translokace NF-kappaB do buné&éného jadra

NF-kappaB (p65) byl vloZen do vektoru pEGFP-Cl, ktery
obsahoval EGFP (zeleny fluoreskujici protein) spojeny
§ promotorem cytomegaloviru (Clontech). To vede k expresi
fluoreskujiciho NF-kappaB. HUVEC buiiky byly pFeneseny na
kultivalni desky (Costar) s 12 jamkami potaZenymi Zelatinou
mezi 3. aZz 5. pasdii a byly kultivovany do souvislého
nartstu z 80 nebo 90 %. Potom tyto buliky vystaveny
transfekci za pouZiti precipitadni metody s fosfore&nanem
vapenatym. Konkrétné tyto builiky byly kondicionovany
v Dulbekove modifikovaném Eaglesové mediu (DMEM), po 24
hodinach je pridan precipitdt do kaZdé jamky s obsahem 1 ug
DNA a buiiky byly inkubovdny dal$i 4 hodiny. Po promyti HBSS

(Hanksovym vyvaZenym solnym roztokem) bylo k bufikdm pridéano
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kultivadni medium a buniky byly kultivovany dal3ich 18 hodin

pfed jejich stimulaci.

Pro experimenty byly buniky kondicionovany s 40 pM/1

dimethylfumaratem, souCasné byly jako kontroly inkubovany

preparaty bez DNA. 2 hodiny po zahdjeni kondicionovani byly

buitky stimulovény 10 ng/ml TNF-o po dobu uvedenou v tabulce

1.

Potom byly bunky lyzovany, supernatant byl odstrané&n a

buné¢néd jadra byla shromaZdovana v Dounceové& pufru
s inhibitorem proteindzy (10 mM tris-HCl, pH 7,6, 0,5 mM

MgCle, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 1 mM

fenylmethylsulfonylfluorid, 1,8 mg/ml jodacetamid). Po 10

minutdch odstred&ni p¥i 1200 G a teplotd 4 °C byla bund&na

jaédra analyzovana na cytometru FACscanflow (Becton

Dickinson).

Tabulka 1 .

Polet pozitivnich jader NF-kappaB (P65)

(procento v3ech bunék vystavenych transfekci s NF-kappaB)

Kontrola

Doba stimulace DME (40uM/l, n=3)
0 min. 3043 29+5
10 min. 61+5 2014
30 min. 5016 2516
60 min. 5510 2419

Vysledky uvedené v tabulce 1 ukazuji, Ze

dimethylfumarat p¥i koncentraci 40 pM/1 inhiboval TNF-

vyvolanou translokaci NF-kappaB do buné&ného jadra.
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PEiklad 7
Inhibice transkripce stimulované NF-kappaB

Trojnasobné opakovani AP-1 konvendniho mista
(vazebného mista) (48 bp, 3 x TGTGA-TGACTCAGGTIT) a
trojnasobné opakovani NF-kappaB konvenéniho mista (60bp, 3
¥ AATCGTGGAATTTCCTCTGA), ohranicdené Spel vazebnymi misty
(neznazornéno) byla vloZena do Spel mista pTK-UBT-luc
vektoru {(de Martin, Gene 124, 137 - 138, 1993). Konstrukt
1,3 kb promotoru E-selektinu v rozsahu od bp -1285 do bp
+482 byl vlioZen do Ndel mista pMAN Neo-luc vektoru
(Clontech) .

HUVEC bufiky byly podrobeny transfekci s konstrukty
ziskanymi zplsobem popsanym v pfikladu 6. Pro tuto
transfekci bylo pridano do kaZdé jamky 2,5 pg prislu3ného
promotorového konstruktu. Z divodu ovéreni G&innosti
transfekce byly provadény soulasné transfekce s 500 ng pSvV-
beta kontrolniho vektoru galaktosidazy (Promega Corp.,
Madison, WI, USA.) jako kontrola ke kaZdému experimentu.
Dva dny po transfekci byly butiky stimulovany po dobu 2
hodin s 10 ng/ml TNF-a s a bez pfidavku 6 pg/ml
dimethylfumaratu (DMF). Butiky byly sklizeny trypsinaci,
peletizovany, promyty a resuspendovany v 200 pul pufru
(nreporter lysis buffer”) (Promega) po dobu 15 min., jak
uvadi vyrobce.

Luciferasova aktivita byla mé&fena pomoci luminometru
Berthold AutoLumat LB9507 za pouZiti testovaciho systému
pro luciferasu (Promega). Beta-galaktosidasova aktivita
byla stanovena za pouziti enzymatického testovaciho systému
pro beta~galaktosidasu Promega. Luciferasové aktivity
ziskané s prislusnymi promotorovymi konstrukty byly
normalizovany na beta-galaktosidasovou aktivitu. Variadéni
3irka beta-galaktosidasové aktivity u jednotlivych pokust
byla niZ8i ne? 10 %. Tabulka 2 ukazuje jednotlivé vysledky

jako x-ndasobky oproti zdkladni linii.
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ZvyZeni transkripce

Relativni zvySeni luciferasové aktivity

(m8¥eno jako x-nasobek zvyS3eni oproti zdkladni linii)

po stimulaci TNEF (10 ng/ml)

s nebo bez 40 pM/1 dimethylfumaratu (DMF), n=6

Podminky NF~-kappaB - Ap-1
TNF 213 2,2%0,5
TNF + DMF 2x1 2%0,1

Vysledky v tabulce 2 ukazuji, Ze dimethylfumarat

inhiboval TNF indukovanou transkripci NF-kappaB

dependentniho genu, ale ne transkripci AP-1 dependentniho

genu. Proto inhibice dimethylfumaratem je specifickd pro

NEF-kappaB.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti jednoho nebo vice derivatd kyseliny fumarové pro
pfipravu farmaceutického prostfedku k 1é&Eb& onemocndni,

kterd mohou byt ovlivn&ny NF-kappaB.

2. PouZiti podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze derivat
kyseliny fumarové je vybran ze skupiny sestavajici

z dialkylesterl kyseliny fumarové a moncalkylestert
kyseliny fumarové, které mohou byt pfipadné substituovany,

ve formé& volné kyseliny nebo jejich soli a jejich smési.

3. Pouziti podle néroku 2, kde dialkylester kyseliny

fumarové odpovidd vzorci

H COOR,

R,00C H

kde Ry a Rz, které mohou byt totoZné nebo odliZné, Jsou
nezavisle linedrnim, vétvenym, cyklickym, nasycenym nebo
nenasycenym Ci.zq alkylovym radikdlem nebo Cs_sg arylovym
radikalem a tyto radikdly jsou p¥ipadné substituovany
halogenem (F, Cl, Br, I), hydroxyskupinou, Ci-4
alkoxyskupinou, nitroskupinou nebo kyanoskupinou.

4. PouZiti podle n&kterého z ndrokd 2 a 3, vyznadujici se
tim, Ze radikdly R; a R; jsou methyl, ethyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, sekebutyl, tercebutyl, pentyl,
cyklopentyl, 2-ethylhexyl, hexyl, cyklohexyl, heptyl,
cykloheptyl, oktyl, vinyl, allyl, 2-hydroxyethyl, 2- nebo
3-hydroxypropyl, 2,3-dihydroxypropyl, 2-methoxyethyl,
methoxymethyl nebo 2- nebo 3-methoxypropyl.
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5. PouZiti podle naroku 2, kde monoalkylester kyseliny fumarové

odpovida vzorci

H coo™ |

R,00C H

kde

- Ry je definovadn stejné jako v ndrocich 3 nebo 4

- A je vodik, kation alkalického kovu nebo kovu alkalickych
zemin nebo fyziologicky kompatibilni kation pfechodného
kovu, vyhodné vybrany z Li*, Na*, K, Mg?", ca®', zn?*, Fe?' a
Mn%*, a

- n je 1 nebo 2 a odpovidéd mocenstvi A.

6. PouZiti podle kteréhokoliv z pFfedchozich narokt,
vyznadujici se tim, Ze derivitem kyseliny fumarové je jedna
nebo vice slouCenin vybranych ze skupiny obsahujici
dimethylester kyseliny fumarové, diethylester kyseliny
fumarové, methylethylester kyseliny fumarové,
methylhydrogenfumarat, ethylhydrogenfumarat, methylfumarat
vapenaty, ethylfumarat vépenaty, methylfumarat hotednaty,
ethylfumarat horeénaty, methylfumarat zineénaty,
ethylfumarat zinednaty, methylfumarat Zeleznaty a

ethylfumarat Zeleznaty a jejich smé&si.

7. PouZiti podle naroku 6, vyznadujici se tim, Ze derivatem
kyseliny fumarové je dimethylester kyseliny fumarové
(dimethylfumarat).

8. PouZiti jednoho nebo vice derivatd kyseliny fumarové pro

pfipravu farmaceutického prostfedku k 1&&b& nemoci, které
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mohou byt ovlivnény NP-kappaB, vybranych ze skupiny
zahrnujici:

progresivni generalizovanou skierodermii, osteochondritidu
syfilitika (Wegenerova choroba), cutis marmorata (livedo
reticularis), Behcetovu chorobu, panarteritidu, viedovitou
kolitidu, wvaskulitidu, osteocartritidu, dnu,
arteriosklerédzu, Reiterovu chorobu, plicni granulomatdzu,
druhy encefalitidy, endotoxicky 3ok (septicko-toxicky Sok),
sepsi, pneumonii, encefalomyelitidu, anorexii nervosa,
hepatitidu (akutni hepatitidu, chronickou hepatitidu,
toxickou hepatitidu, alkoholem vyvolanou hepatitidu,
epidemickou hepatitidu, Zloutenku, selhani Cinnosti jater a
cytomegalovirovou hepatitidu), Rennertovu T-lymfomatdzu,
mesangidlni nefritidu, postangioplastikou restendzuy,
reperfuzni syndrom, cytomegalovirovou retinopatii,
adenovirovd onemocnéni, jako jsou adenovirovd nachlazeni,
adenovirovd faryngokonjuktivalni horelka a adenovirova
oftalmie, AIDS, Guillain-Barrého syndrom, postherpetickou
nebo postzosterovou neuralgii, zé&nétlivou demyelinizadni
polyneuropatii, mononeuropathii multiplex, mukoviscidébzu,
Bechterewovu chorobu, Barett®v ezofagus, EBV infekce
(Epstein-Barriv virus), srdeléni ptetvoreni, intersticiilni
cystitidu, diabetes mellitus typu II, radiosenzibilizaci
lidskych nédorf, multirezistenci zhoubnych bunék

k chemoterapeutickym ¢inidldm (rezistence p?¥i chemoterapii
vici vice 1é&&ivhm), koZni granulom a karcinomy, jako je
karcinom prsu, karcinom tlustého stfeva, melanom, karcinom
primdrnich jaternich bunék, adenokarcinom, kaposi sarkom,
karcinom prostaty, leukemii, jako je akutni myeloidni
leukémie, mnoholetny myelom (plazmocytom), Burkittlv lymfom

a Castlemantv nador.

9. PouZiti podle ndroku 8, vyznadujici se tim, Ze derivat

kyseliny fumarové je vybran ze skupiny sestdvajici z

L X J

ce o
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dialkylestert kyseliny fumarové a monoalkylesterid kyseliny
fumarové ve form& volné kyseliny nebo soli nebo jejich

smé&si.

10. PouZiti podle naroku 9, kde dialkylester kyseliny

fumarové odpovidd vzorci

H COOR;
\
C=C
/ \
R,00C H

kde R; a Ry, které mohou byt totoZné nebo odlisné, jsou
nezavisle linedrnim, vétvenym, cyklickym, nasycenym nebo
nenasycenym Ci-z¢4 alkylovym radikdlem nebo Cs.zg arylovym
radikdlem a tyto radikaly jsou piipadn& substituovény
halogenem (F, Cl, Br, I), hydroxyskupinou, Ci-4

alkoxyskupinou, nitroskupinou nebo kyanoskupinou.

11. Pou?iti podle né&kterého z narckl 9 a 10, vyznadujici se
tim, Ze radikaly Ry a R; jsou methyl, ethyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, sekwbutyl, tercebutyl, pentyl,
cyklopentyl, 2-ethylhexyl, hexyl, cyklohexyl, heptyl,
cykloheptyl, oktyl, vinyl, allyl, 2-hydroxyethyl, 2- nebo
3-hydroxypropyl, 2,3-dihydroxypropyl, Z-methoxyethyl,
methoxymethyl nebo 2~ nebo 3-methoxypropyl.

12. PouZiti podle naroku 9, kde monoalkylester kyseliny

odpovida wvzorci,

\ | F
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kde

-~ Ry je definovan stejné& jako v narocich 3 nebo 4

- A je vodik, kation alkalického kovu nebo kovu alkalickych
zemin nebo fyziologicky kompatibilni kation pfechodného
kovu, vyhodn& vybrany z Li*, Na¥, K%, Mg?', ca®', zn?', Fe?' a
Mn**, a

- n je 1 nebo 2 a odpovida mocenstvi A.

13. PouZiti podle kteréhokoliv z ndrokd 8 aZ 12,
vyznadujici se tim, Ze Jjedna dévkovaci jednotka
farmaceutického prostiedku obsahuje mnoZstvi
derivéatu/derivatid kyseliny fumarové odpovidajici 1 aZ 500
mg, vvhodné 10 aZ 300 mg a nejvyhodné&iji 10 aZ 200 mg

kyseliny fumarové.

14. Pouziti podle kteréhokoliv z p¥edchozich narokl 8 aZ 13
pro pripravu farmaceutického prostfedku k oralnimu,
parenterdlnimu, rektdlnimu, transdermalnimu, dermdlnimu,
nazalnimu, pulmondlnimu (inhala&nimu) nebo oftalmickému

podévani, vyhodné k oralnimu podavani.

15. PouZiti podle naroku 14, kde farmaceuticky prostfedek
pro ordlni podévani je pritomen ve formé& tablet

s jednotkovou dévkou, mikrotablet, mikrokulidek nebo
granuldtu (tyto mikrotablety, mikrokulidky nebo granuldty
jsou pop¥ipadé& zakapsulovany nebo plnény do oball), kapsli

nebo roztokl pro piti.

16. PouZiti podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze tuhé

davkovaci formy jsou opatfeny enterosolventnim povlakem.
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17. PouZiti podle naroku 8, wvyznadujici se tim, Ze
davkovaci jednotky farmaceutického prostifedku vyhodné
obsahuiji bud jednotlivé& nebo v pfimési:

10 aZ 500 mg dialkylfumaratu, zejména dimethylfumaratu
a/nebo diethylfumaratu;

10 aZ 500 mg alkylfumaratu vapenatého, zejména
methylfumaratu vapenatého a/nebo ethylfumaratu vapenatého;
0 aZ 250 mg alkylfumaratu zine&natého, zejména
methylfumaratu zine&natého a/nebo ethylfumaratu
zine¢natého;

0 aZz 250 mg alkylhydrogenfumaratu, zejména
methylhydrogenfumaratu a/nebo ethylhydrogenfumaratu; a

0 aZ 250 mg alkylfumaratu hofelnatého, zejména
methylfumaratu hofednatého a/nebo ethylfumaratu
hofelnatého;

souhrnnd vySe uvedend mnoZstvi odpovidaji ekvivalentu 10 aZ
500 mg, vyhodn& 10 aZ 300 mg a nejvyhodn&ii 100 mg kyseliny

fumarové.

18. PouZiti podle nékterého z narokl 15 nebo 16,
vyznaduijici se tim, Ze prostfedek je pfitomen ve formé
mikrotablet nebo mikrokulidek majicich velikost £ 5 000 um,
vyhodné velikost 300 aZ 1 000 ym pro kulicky a 1 000 aZ

2 500 pm pro mikrotablety.
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