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Opisuje sa pouZitie 9-deoxo-9-dihydro-9a-metyl-9a-aza-9a-
-homoerytromycinu A (genericky nédzov: azitromycin) na
pripravu lie¢iva na lie¢enie neinfekénych zapalovych
ochoreni s dominanciou neutrofilov. Dalej je opisana far-
maceutickd zmes obsahujuca azitromycin na enteralne ale-

bo parenterdlne podanie.



na /jrﬂja lielivy PP 133543
PW/Z/%/@ azitromycirMﬁeé'amneinfekc‘;nych zapalovych

ochoreni

Oblast techniky

Vynadlez sa tyka  vyuzitia  9-deoxo-9-dihydro-9a-metyl-9a-aza-9a-
homoerytromycinu A (genericky nazov: azitromycin) na lietbu neinfekénych
zapalovych ochoreni s dominanciou neutrofilov, farmaceutickych zmesi s obsahom
azitromycinu na enterdlne a perenterdlne podanie a metdd na vyrobu tychto

farmaceutickych zmesi.

Doterajsi stav techniky

Vacksina zapalovych ochoreni je charakterizovana abnormalnou akumuléciou
zapalovych buniek vratane monocytov/makrofagov, granulocytov, plazmatickych
buniek, lymfocytov a krvnych dostiCiek. Spolu s tkanivovymi endotelidlnymi bunkami
a fibroblastami tieto zapalové bunky uvolfiuju komplexny rad lipidov, rastovych
faktorov, cytokinov a destrukénych enzymov, ktoré spdsobuju lokaline poskodenie
tkaniva.

Jednou formou =zapalovej reakcie je neutrofilovy zapal, ktory je
charakterizovany infiltrdciou zapaleného tkaniva pomocou neutrofilovych
polymorfonuklearnych leukocytov (PMN), ktoré su hlavnou zlozkou obrany hostitela.
Infekcia tkaniva extracelularnou baktériou predstavuje prototyp tejto zépalovej
reakcie. ROzne neinfekéné ochorenia su na druhej strane charakterizované
extravaskularnym zhlukovanim neutrofilov. Tato skupina zapalovych ochoreni zahffia
chronické obstrukéné plicne ochorenie, respiracny tiesfiovy syndrém u dospelych,
niektoré typy imunokomplexnych alveolitid, cystickl fibrézu, bronchitidu,
bronchiektdzu, emfyzém, glomerulonefritidu, aktivne fazy reumatoidnej artritidy,
dnovu artritidu, ulcerativnu kolitidu, uréité dermatdzy, napriklad psoridazu a
vaskulitidu. Predpoklada sa, ze za tychto podmienok neutrofily hraju kl'ti¢ovd Glohu
pri rozvoji podkodenia tkaniva, ktoré — ak je trvalé — moze viest k nevratnému
poskodeniu normalnej Struktury tkaniva s naslednou dysfunkciou organu. Teda
poskodenie tkaniva je vacsSinou zapriCinené aktivaciou neutrofilov, po ktorej

nasleduje uvolnenie proteinaz a zvySena tvorba kyslikovych foriem.



Chronické obstrukéné plicne ochorenie (COPD) je v podstate stav opisany
ako progresivny rozvoj obmedzenia dychania, ktoré nie je celkom vratné (ATC,
1995). Vadsina pacientov s COPD ma tri patologické stavy: bronchitidu, emfyzém a
zablokovanie sliznic hlienom. Toto ochorenie je charakterizované pomalym
progresivnym a nevratnym poklesom nuteného expiracného objemu v prvej sekunde
expiracie (FEV;) s relativnym zachovanim nutenej vitalnej kapacity (FVC) (Barnes,
N. Engl. J. Med. (2000), 343 (4): 269-280). V pripade astmy a COPD je vyznamné,
av8ak jednoznaéné preformovanie dychacich ciest. V&&S8ina dychacich obstrukcii je
zapri¢inena dvoma hlavnymi faktormi, alveoldrnou destrukciou (emfyzém) a malou
obstrukciou dychacich ciest (chronicka obstrukéné bronchitida). V pripade COPD je
ochorenie vacésinou charakterizované Uplnou hyperplaziou mukéznych buniek.

Hlavnymi pri¢inami tohto ochorenia su cigaretovy dym, znecCistenie ovzdusSia a
dalsie faktory prostredia. Kauzalny mechanizmus v sicasnosti ostédva nedefinovany,
av$ak pri rozvoji tohto ochorenia hra vyznamnu ulohu narusenie oxidantov a
antioxidantov. COPD je chronicky zapalovy proces, ktory sa znacne odliSuje od
procesu prebiehajiceho u astmy sroznymi zapalovymi bunkami, mediatormi,
zapalovymi Gcinkami a reakciami na liecbu (Keatings et al., Am. J. Respir. Crit. Care
Med. (1996), 153: 530-534). Charakteristickym rysom tohto ochorenia je infiltracia
neutrofilov v plucach pacienta.

Zda sa, Ze pri patogenéze tohto ochorenia hraju velmi vyznamnu ulohu
zvy$ené hladiny prozapalovych cytokinov, napriklad TNF-a a zvlast chemokinov ako
je IL-8 a GRO-a. U pacientov s COPD je tiez zvy8ena tromboxanova syntéza krvnych
dosticiek (Keatings et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. (1996), 153: 530-534,
Stockley and Hill, Thorax (2000), 55(7): 629-630). Vacsina pripadov poSkodeného
tkaniva je spdsobena aktivaciou neutrofilov, po  ktorej nasleduje uvolnenie
(kovovych) proteindz a zvySena tvorba kyslikovych foriem. (Repine et al., Am. J.
Respir. Crit. Care Med. (1997), 156: 341-357, Barnes, Chest (2000), 117 (2 Suppl):
10S-14S).

Vadésina terapeutického Usilia je zamerana na kontrolu symptémov (Barnes,
Trends Pharm. Sci. (1998), 19 (10): 415-423, Barnes, Am. J. Respir. Crit. Care Med.
(1999) 160: S72-S79, Hansel et al., Expert Opin. Investig. Drugs (2000) @ (1): 3-23).
Symptdmy st zvycajne porovnatelné s obmedzenim dychania a lieCba sa zameriava

na bronchodilatatory.



Prevencia a lietba komplikacii, prevencia zhor$enia a zlep$en4 kvalita a dizka
Zivota su prvoradymi cielmi uvedenymi vtroch klti¢ovych medzindrodnych
smerniciach na zvladnutie COPD (Culpitt and Rogers, Exp. Opin. Pharmacother.
(2000) 1 (5): 1007-1020, Hay, Curr. Opin. Chem. Biol. (2000), 4: 412-419). V&&sina
sucasného terapeutického vyskumu sa v podstate zameriava na mediatory. ktoré sa
zucasthuju na zhlukovani a aktivacii neutrofilov alebo na oslabenie nasledkov ich
nezelanej aktivacie (Stockley et al., Chest (2000), 117 (2 Suppl): 583-62S).

Existuje niekolko $tudii o imunomodulaénom U€inku makrolidovych antibiotik
in vitro (Labro, J. Antimicrob. Chemother. (1998), 41 (Suppl B): 37-46, Labro, Clin.
Microb. Rev. (2000), 13 (4): 615-650, Wales and Woodhead, Thorax (1999), 54
(Suppl 2): §58-562). Makrolidové antibiotikd si makrocyklické zliéeniny obsahujlce
napriklad 12-, 14-, 16- alebo 17-¢lenny lakténovy kruh a 1 az 3 zvysky cukru, ktoré
suU navzajom viazané alebo su viazané na aglukén glykozidickymi védzbami. Znamymi
¢lenmi makrolidovych antibiotik su napriklad karbomycin, erytromycin, leukomycin a
spiramycin.

NajddlezitejSie zistenia vzhladom na interakciu makrolidu s fagocytarnymi
zapalovymi bunkami in vitro sa tykajd inhibicnych ucinkov na tvorbu oxidantov
pomocou stimulovanych buniek (Labro et al., J. Antimicrob. Chemother. (1989), 24
(4): 561-572, Umeki, Chest (1993), 104: 1191-1193, Wenisch et al., Antimicrob.
Agents Chemother. (1996), 40 (9). 2039-2042) a modulédcie uvolnovania
prozapalovych a protizapalovych cytokinov tymito bunkami (Labro et al., J.
Antimicrob. Chemother. (1989), 24 (4). 561-572, Khan et al, Internat. J. Antimicrob.
Agents. (1999), 11: 121-132, Morikawa et al., Antimicrob. Agents and Chemother.
(1996), 40 (6): 1366-1370, Sugiyama et al., Eur. Respir. J. (1999), 14: 1113-11186).
Okrem toho niektoré makrolidy priamo stimuluju exocytézu (degranulaciu) pomocou
ludskych neutrofilov in vitro (Abdelghaffae et al., Antimicrob. Agents Chemother.
(1994), 38 (7). 1548-1554, Vazifeh et al., Antimicrob. Agents Chemother. (1998), 42
(8): 1944-1951). V experimentélnom modeli zapalovej karageninovej pleuritidy u
potkanov sa zistilo, Ze niektoré makrolidové antibiotikd, naprikiad roxitromycin,
Klaritromycin a erytromycin, ale nie azitromycin, prejavili protizapalovy uginok, ktory
pravdepodobne zavisel od ich schopnosti zabranovat tvorbe prozapalovych
mediatorov a cytokinov. V tomto modeli akutneho zapalu boli tvorba NO, hladiny
TNF-a alebo PGE; vyznamne znizené predbeznou lieCbou antibiotikami (lanario et
al., J. Pharmacol. Exp. Ther. (2000), 292: 156-163).



U peritonitidy potkanov vyvolanej zymosanom malo podanie erytromycinu
protizapalovy Ucinok (Agen et al., Agents Actions (1993), 38 (1-2): 85-90). Publikovali
sa Studie o vplyve roxitromycinu na zmensenie akitnej zapalovej reakcie
prostrednictvom mechanizmu odli$ného od konvencnych protizapalovych cCinidiel,
napriklad indometacinu. V dal$ej $tudii sa dokazalo, ze roxitromycin je ucinny
v §tandardnom  Zivo&iSnom modeli pouzitom na vyhodnotenie  Ucinkov
protizapalovych liekov pri edéme labiek vyvolanom karageninom, zatial Co
klaritromycin a azitromycin prejavili miernu aktivitu (Scaglione and Rossini, J.
Antimicrob. Chemother. (1998), 41, Supp! B: 47-50).

Niektoré makrolidové antibiotika, napriklad erytromycin, Klaritromycin a
roxitromycin uz boli pouzivané ako protizépalové lieky, zvlast pri liecbe, difuznej
panbronchiolitidy. Su dostupné aj sprévy o vyuziti makrolidov pri lieCbe takych
chordb ako je reumatoidna artritida a cysticka fibréza (Arayssi et al., Program a suhrn
zo 4. Medzinarodnej konferencie o makrolidoch, azalidoch, streptograminoch and
ketolidoch, 21.-23. januar 1998, Barcelona, Spanielsko, Suhrn 6, Singh, J. Assoc.
Phys. India (1989), 37: 547, Jaffe et al., Lancet (1998), 351. 420). Vzhladom na
prisludné farmakologické ucCinky makrolidov bolo publikovane, Ze erytromycin
inhibuje hypersekréciu spdsobenu inhibiciou hlienu a sekréciu vody z epitelialnych
buniek. Tiez inhibuje akumulaciu neutrofilov v zapalenej oblasti spdsobenu inhibiciou
ich prichytenia na kapilarne cievy, IL-8 sekréciu z epitelialnych buniek a sekréciu IL-8
a LTB4 zo samotného neutrofilu. Jeho uzitoény uéinok pri difiznej panbronchiolitide
tiez zahfma redukciu tvorby superoxidov a znizenie hladin proteolytickych enzymov
v plucach.

Dokézalo sa, Ze azitromycin vyznamne zlepSuje funkciu plac, avsak
mechanizmus G¢inku nie je jasny (Jaffe et al., Lancet (1998), 351: 420), zatial' ¢o
roxitromycin potlaca rast fibroblastov nazalnych polypov (Nonaka et al., Am. J.
Rhinol. (1999), 13: 267-272, Yamada et al., Am. J. Rhinol. (2000), 14: 143-148).

Hoci je v literatire vela dokazov, ze makrolidy s 14-Clennym kruhom,
napriklad erytromycin, klaritromycin a roxitromycin inhibuju in vivo IL-8 tvorbu a
chemotaxis neutrofilov, dokonca aj dokaz in vitro je obmedzeny na poznatok, ze
makrolidy s 15-lennym kruhom, napriklad azitromycin, maju podobny protizapalovy
uéinok (Criqui et al., Eur. Respir. J. (2000), 15: 856-862).



V US 4, 886, 792 boli opisané inhibicné UCinky na degranulaciu neutrofilov 15-
Clennych makrolaktonov, ktoré avSak neobsahovali  cukornaté substituenty
azitromycinu. Azitromycin indukuje apoptozu v ludskych neutrofiloch in vitro, avéak
nema vplyv na oxidativny metabolizmus alebo tvorbu IL-8 (Koch et al., J. Antimicrob.
Chemother. (2000), 46: 19-26). Len v jednej $tudii sa prejavil inhibicny Uéinok
azitromycinu na chemotaxis neutrofilov a na tvorbu aktivneho kyslika in vitro
(Sugihara, Kansenshogaku Zasshi J. Jpn. Assoc. Infec. Dis. (1997), 71: 329-336).
Tiez sa dokazalo, Zze azitromycin nemeni hladiny TNFa, IL-13 alebo IL-6 u
alveolarnych makrofagov alebo v krvi (Aubert et al., Pul. Pharmacol. Ther. (1998), 11:
263-269).

Bola naznaend moznost, Ze azitromycin v désledku svojho 15-¢lenného
Kruhu postrada Strukturu nevyhnutnd pre protizapalovy U€inok 14-Clennych
makrolidov, ¢o je pravdepodobnejSie na zaklade pozorovania, ze 16-lenné
makrolidy, napriklad josamycin, neredukuju tvorbu IL-8 (Takizawa et al., Am. J.
Respir. Crit. Care Med. (1997), 156: 266-271, Criqui et al., Eur. Respir. J. (2000), 15:
856-862).

V porovnani s makrolidovymi antibiotikami, ktoré maji 14-Clenny kruh,
makrolidové zluceniny s 15-Clennym kruhom maju niekolko vyhod. Napriklad
erytromycin, ktorého stavba je charakterizovana 14-¢lennym aglukénovym kruhom,
je v kyslom prostredi lahko konvertovany na anhydroerytromycin, ktory je inaktivnym
metabolitom C-6/C-12 spiroketalnej struktury. (Kurath et al., Experienta (1971), 27:
362). Azitromycin na rozdiel od svojho predchodcu antibiotika erytromycinu prejavuje
v kyslom prostredi zlepSenu stabilitu. Okrem toho azitromycin ma v tkanivach
vyznamne vyS$Siu koncentraciu. Vzhladom na zlepSeny GCinok na gramnegativne
mikroorganizmy in vitro sa testovala aj moznost jednodennej davky (Ratshema et al.,
Antimicrob. Agents Chemother. (1987), 31: 1939).

Teda technickym problémom, ktory suvisi s tymto vynalezom, je vytvorenie
zdokonalenych prostriedkov, najméa zdokonalenych procesov a aplikacii uzitoénych
pri lieCbe neinfekénych zapalovych ochoreni s dominanciou neutrofilov, kde aktivna
zlozka prejavuje vyhodny protizapalovy uginok makrolidovych zliéenin s 14-clennym
laktonovym kruhom, ako aj zdokonalenu stabilitu a vysoku tkanivova koncentraciu

makrolidovych zlienin s 15-Clennym kruhom.



Podstata vynalezu

Tento vynalez riesi vy$sie uvedeny problém vyuzitim aktivnej zlozky vybrane;
zo skupiny pozostavajlcej z azitromycinu, jeho farmaceuticky prijatelného derivatu,
jeho farmaceuticky prijatelného hydratu, jeho farmaceuticky prijatelného komplexu
alebo chelatu a jeho farmaceuticky prijatelnej soli pri vyrobe farmaceutickych zmesi
na lieCbu neinfekénych zapalovych ochoreni s dominanciou neutrofilov u fudi i u
zvierat.

Na rozdiel od obmedzeného ucinku azitromycinu na funkciu neutrofilov in vitro
opisaného podla tohto vynalezu, bolo prekvapujuce zistenie, ze azitromycin
podavany [udom in vivo mal Siroké spektrum protizépalovych ucinkov a.je velmi
uzito€ny pri liebe zapalovych ochoreni charakterizovanych infiltraciou neutrofilov a
poskodenim tkaniva v suvislosti s neutrofilmi.

V $tudii zameranej na zdravych dobrovolnikov sa sledoval vplyv azitromycinu
na vybrané protizapalové parametre. Zistilo sa, ze podavanie azitromycinu stimuluje
degranuldciu ludskych neutrofilov, na ¢o poukazuje velka zmena koncentracie
primarnych azurofilnych granularnych enzymov, napriklad myeloperoxidazy (MPO),
N-acetyl-B-D-glukozaminidazy (NAGA) a B-glukuronidazy.

Biologicky vyznam aktivity MPO na granulocyty spoCiva v silne]
antimikrobidlnej aktivite zavislej od kyslika spojenej s mobilizaciou véetkych granul
v zapalovych granulocytoch pri zapalovom procese, zvlast po fagocytarnom stimule
imunitnymi komplexami. Po aplikacii azitromycinu aktivity MPO v krvnom roztere
neutrofilov silno poklesli a vratili sa na vychodiskovu Uroven az po 28 dnoch. Tak sa
zistilo, Ze degranulacia prezentovana nizSou MPO denzitou neutrofilov, ktora bola
neutrofilov.

N-acetyl-B-D-glukozaminiddaza (NAGA) a B-glukuronidaza su lyzozomaine
enzymy, ktoré sa nachadzaja v azurofilnych (primarnych alebo peroxidaza-
pozitivnych) granulach neutrofilov. Kedze pocas zdpalu sa pozoruje degranulacia
neutrofilov, oba enzymy sU markermi degranulacie a mézu sa vyuzit' pri odhade
reaktivity neutrofilov. Studie o azitromycine dokazali, Ze po aplikécii azitromycinu sa
znacne zvysila aktivita NAGA v sére. Dokonca 28 dni po poslednej davke
azitromycinu hodnoty NAGA v sére boli stale o 70 % vyssie ako pociatocné hodnoty.

Zvysenie hladiny NAGA v sére bolo sprevadzané poklesom enzymatickej aktivity



PMN. Aktivita B-glukuronidazy v sére pocas prvého dna po poslednej davke
azitromycinu nevykazala Ziadne zmeny, ale potom sa zvySila. 28 dni po posledne;
davke azitromycinu aktivita B-glukuronidazy bola o 40 % vyssSia ako na zadiatku.
Aktivity B-glukuronidazy v PMN v dalsich hodinach po poslednej davke azitromycinu
klesali, ale potom sa zvysili. 28 dni po poslednej davke azitromycinu aktivita B-
glukuronidazy v PMN bola ovela vy$sia ako na zaciatku.

Na zéklade vynalezu sa dokazalo, Zze azitromycin inhibuje tvorbu reaktivnych
kyslikovych foriem zo stimulovanych neutrofilov, ako bolo ukazané v pripade inhibicie
chemiluminiscencie zo stimulovanych neutrofilov. Dalej sa pomocou testovacieho
systému s cytochrémom ¢ dokazalo, ze azitromycin je inhibitorom oxidativneho
impulzu neutrofilov. Studie tiez odhalili, ze azitromycin méa dlhodoby Gginok na
koncentraciu celularnej glutatiénperoxidazy (GSHPx) a glutationreduktazy, dvoch
enzymov, ktoré riadia biologické Ucinky volnych radikélov podielajlicich sa na
patogenéze velkého mnozstva choréb. Tvorba volnych radikélov a narusenie
redoxného stavu mdze modulovat' expresiu mnozstva zapalovych molekdl, &o
ovplyviiuje urcité bunkové procesy veduce k zépalovym procesom. Teda azitromycin
predstavuje zaklad pre liebu mnohych ochoreni, napriklad COPD, pri ktorych je
tvorba neutrofilnych radikalov nadmerna.

Tieto Studie tiez potvrdili, Ze azitromycin indukuje apoptdzu, t. j. programovanu
bunkovd smrt’ urcitych bunkovych typov. Apoptéza je ddlezitym mechanizmom na
dokon&enie imunitnej odpovede. Trojdhové podavanie azitromycinu malo vplyv na
spomalenie proapoptického ucinku na granulocyty ako naznacuje morfologia krvného
rozteru. Mnozstvo apoptickych buniek dosiahlo maximum 28 dni po poslednej davke
azitromycinu, ¢o naznacuje znizenie poltu aktivnych, potenciadlne $kodlivych
neutrofilov.

V studii boli tiez odhalené dalSie protizapalové Gc€inky azitromycinu. Na rozdiel
od predchadzajtcich $tudii (Koch et al., J. Antimicrob. Chemather. (2000), 46: 19-26)
sa na zéklade vynalezu zistilo, ze azitromycin mé znaény inhibiény vplyv na
uvolhovanie IL-8 a tiez GRO-a. Interleukin-8 (IL-8) je ¢lenom Specifickej neutrofilovej
podrodiny CXC chemokinov. Je ucinnym chemotaktickym a aktivaénym faktorom
neutrofilov (Oppenheim, Ann. Rev. Immunol. (1999), 9. 617). IL-8 je vyjdareny
v odpovedi na zapalové stimuly. IL-8 spomaluje spontannu a TNT-a-
sprostredkovant apoptdzu ludskych neutrofilov. Na rozdiel od uc€inku na IL-8 hladina

azitromycinu sa postupne zvysSuje so sérovou koncentraciou cytokinu IL-1, pricom



najvy$sie koncentracie IL-1 sa zistili 24 hodin po poslednej davke azitromycinu.
Avsak sérova koncentracia dal$ieho cytokinu IL-6 nepretrzite klesala.

Na rozdiel od skor$ich stadii (Semaan et al., J. Cardiovasc. Pharmacol.
(2000), 36: 533-537), na =zaklade ktorych lieCba azitromycinom vyznamne
neovplyvnila plazmatické hladiny rozpustného VCAM, studie vykonané podla tohto
vynalezu jasne ukazali znacny pokles plazmatickych hladin VCAM uz 24 hodin po
lie€be azitromycinom.

Vysledky ziskané na zéklade vynalezu demonstruju, ze trojdnova liecba
zdravych fudi §tandardnymi antibakterialnymi davkami azitromycinu mé akutny vplyv
na granularne enzymy neutrofilov, na oxidacny impulz, na oxidativne ochranné
mechanizmy, na chemokiny neutrofilov a na cirkulujuci IL-1, IL-6, IL-8, ako aj na
spomalenie Ucinku na apoptdzu neutrofilov a rozpustné adhezivne molekuly.

Podl'a tohto vynalezu sa azitromycin méze vyuzit' ako hodnotné profylaktické
a/alebo terapeutické ¢inidlo pri neinfek&nych zapalovych ochoreniach s dominanciou
neutrofilov.

Dalsie definicie su uvedené pre ilustraciu a definovanie vyznamu a rozsahu
réznych vyrazov pouzitych pri opise tohto vynélezu.

Vyraz ,neinfekéné zapalové ochorenie s dominanciou neutrofilov sa vztahuje
na zapalové ochorenia, poruchy alebo stavy, ktoré su vysledkom poskodenia tkaniva,
chemického oziarenia alebo imunitnych procesov, ktoré v8ak nie su zapricinené
invaziou mikroorganizmov, napriklad virusov, baktérii, hub, prvokov, atd.,
charakterizované infiltraciou zapaleného tkaniva prostrednictvom neutrofilov, ktoré su
reakciu. U niektorych neinfekénych zépalovych ochoreni neutrofily ostévaju
dominantnymi bunkami v zapalenej oblasti, dokonca aj ked' sa reakcia predizi kvoli
nepretrzitej pritomnosti stimulov infiltracie a aktivacie neutrofilov. Prikladom je
chronické obstrukéné plidcne ochorenie (COPD), respirany tiesnovy syndrém u
dospelych (ARDS) a neutrofilné dermatdzy. K dalSim neinfekénym zapalovym
ochaoreniam s dominanciou neutrofilov patria ochorenia s prislusnym stimulom
chronicity patologie, ktory nie je zavisly od neutrofilov. Napriklad autoimunitné
ochorenia su vacsinou zapriinené rozvinutim imunitnej odpovede na normaine
$trukturélne zlozky tela a zahinaju aktivaciu T-lymfocytov s moznou tvorbou
autoprotilatok pomocou B-lymfocytov. Napriklad u reumatoidnej artritidy (RA) su

imunitné reakcie nasmerované proti Strukturdlnym zlozkam kibov. Aviak u RA a
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dalsich autoimunitnych ochoreni sa pozoruji akdtne vzplanutia, ktoré su
charakterizované intenzivnou infiltraciou a aktivaciou neutrofilov. Tieto aktivne fazy
chronického autoimunitného zapalu s charakterizované dominanciou neutrofilov a
maju za nasledok napriklad vysloveny akumuléciu neutrofilov v synovialnej tekutine
pacientov s RA. U niektorych autoimunitnych ochoreni vznika tvorba autoprotilatok,
¢o vedie k ukladaniu imunitnych komplexov antigénu a autoprotilatky v tkanive a
k aktivacii komplementu. Neutrofily vstupuju do tkaniva v snahe pohltit' imunitné
komplexy a infiltracia a aktivacia neutrofilov je opatovne vyvolana faktormi
aktivovaného komplementu. Prikladom tohto typu ochorenia je renélne ochorenie,
najma glomerulonefritida, ktora méa za nasledok vyslovné poskodenie obli¢iek.

Preto vyraz ,neinfekéné zapalové ochorenie s dominanciou neutrofilov*
zahfha bez obmedzenia chronické obstrukéné pltucne ochorenie (COPD), respiraény
tiesfiovy syndrém dospelych (ARDS), bronchitidu, bronchiektazu, emfyzém, cysticku
fibrozu, zapalové ochorenie Criev, dnovld artritidu, autoimunitné ochorenia
charakterizované akutnymi fazami s dominanciou neutrofilov, napriklad reumatoidna
artritida, autoimunitné ochorenia, pri ktorych je infiltracia neutrofilov opatovne
vyvolana faktormi aktivovaného komplexu, naprikiad glomerulonefritida a ochorenia
koze, najma vSetky druhy neutrofilovych dermatéz vratane psoridziformnych
dermatdz, napriklad psoridaza a Reiterov syndrém, autoimunitné dermatdzy, cievne
neutrofilové dermatdzy, napriklad leukocytoklasticka vaskulitida, Sweetov syndrém,
pustularna vaskulitida, erythema nodosum, dediéna maltska horicka a pyoderma
gangrenosum.

Vyraz ,neinfekéné zapalové ochorenie s dominanciou neutrofilov" zahfa tiez
vSetky sprievodné ochorenia, poruchy alebo stavy, ktoré sa objavuju ako néasledok
neinfekéného zapalového ochorenia s dominanciou neutrofilov a ktoré mézu
ovplyvnit’ telesné tkanivé alebo organy inak ako samotné zapalové ochorenie.
Prikladom su extraintestinalne ochorenia, napriklad uveitida a chronicka hepatitida,
ktoré mdzu vzniknat' na zéklade zépalového ochorenia Criev.

Vyraz ,aktivna zlozka" alebo ,aktivne ¢inidlo* sa vztahuje na akéholvek latky,
ktoré mézu ovplyvnit alebo rozpoznat' biologické bunky alebo ich casti, najma
bunkové organely alebo bunkové komponenty. Také aktivne zlozky alebo ¢inidla
maju chemicka povahu. Také aktivne zlozky alebo Einidla sluzia predovsetkym pre
diagnostiku alebo lieCbu. Vyraz ,aktivne zlozky" alebo ,aktivne Cinidla“ sa v kontexte

tohto vynalezu vztahuje najma na lieky, teda latky, ktoré mézu byt podavané na
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prevenciu alebo pocéas priebehu ochorenia, poruchy alebo stavu organizmov, ktoré
takl lieGbu potrebuju kvoéli prevencii, zmierneniu alebo odstraneniu ochorenia,
poruche alebo stavu, najma neinfekéného zapalového ochorenia s dominanciou
neutrofilov.

Vyraz lie€ba“ sa v kontexte tohto vynalezu vztahuje na profylakticky a/alebo
terapeuticky ucinok lieku, ktory je definovany ako farmaceuticka zmes obsahujuca
farmaceuticky alebo diagnosticky u¢innu zldceninu v kombinacii s najmenej jednou
pridavnou latkou, napriklad nosicom.

,Azitromycin“ sa vztahuje na makrolidovu zluceninu N-metyl-11-aza-10-deoxo-
10-dihydroerytromycin A (9-deoxo-9-dihydro-9a-metyl-9a-aza-9a-homoerytromycin
A) s 15-¢lennym azalakténovym kruhom, ktora sa da ziskat pomocou
Beckmannovho preskupenia oximu erytromycinu A, po ktorom nasleduje Eschweiler-
Clarkova reduktivha N-metylacia, ktora je opisana v US 4, 517, 359, US 4, 328, 334
a BE 892, 357, kde obsah tychto dokumentov vzhladom na metddy na vyrobu
azitromycinu su Uplne zahrnuté v obsahu tejto aplikacie.

Vyraz ,jeho farmaceuticky prijate/ny derivat’ sa vztahuje na netoxické funkcne
ekvivalenty alebo derivaty azitromycinu, ktoré je mozné ziskat' substiticiou atémov
alebo skupin molekul alebo vazieb molekuly azitromycinu, kde sa zakladna Struktura
azitromycinu nemeni a odliSuje sa od Struktdry azitromycinu najmenej v jednej
pozicii. Vyraz ,farmaceuticky prijatelny derivat® napriklad zahfna O-metylderivaty
azitromycinu, ktoré sa v podstate daju ziskat' podla opisu v US 5, 250, 518, kde
obsah tohto dokumentu vzhladom na metddy na vyrobu O-metylderivétov je uplne
zahrnuty v obsahu tejto aplikacie.

Vyraz ,farmaceuticky prijateiny derivat* zahfa tiez estery azitromycinu, ktoré
si po hydrolyze esterovej vazby zachovavaju biologicku Ucinnost a vlastnosti
azitromycinu a ktoré nie su biologicky alebo inak neziaduce. Techniky na pripravu
farmaceuticky prijatelnych esterov obsahuje napriklad March Advanced Organic
Chemistry, 3. vyd., John Wiley & Sons, New York (1985), s. 1152. O farmaceuticky
prijatelnych esteroch, ktoré su uzitoéné ako prekurzory liekov, sa hovori v praci:
Bundgaard, H., ed., (1985) Design of Prodrugs, Elsevier Science Publishers,
Amsterdam.

Vyraz ,jeho farmaceuticky prijatelny hydrat" sa vztahuje na netoxické pevné
alebo tekuté zldCeniny azitromycinu, ktoré si zachovavaju biologicky ucinok

azitromycinu a su vytvorené v procese hydratacie, kde sa jedna alebo viac molekul
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vody spaja s molekulou azitromycinu v désledku dipélovych sil. Vyraz zahfha
napriklad mono a dihydraty azitromycinu.

Vyraz farmaceuticky prijatelné soli* sa vztahuje na netoxicky alkalicky kov,
kov alkalickych zemin a amodniové soli, ktoré sa bezne pouzivajl vratane
amoniovych, bariovych, vépenatych, litiovych, horéikovych, draslikovych,
protaminovych zinkovych soli a sodika, ktoré su pripravené dobre znamymi
metodami. Vyraz tiez zahffa netoxické, t. j. farmaceuticky prijatelné kyslé adiéné soli,
ktoré sa vo vSeobecnosti pripravujl reakciou azitromycinu s vhodnou organickou
alebo anorganickou kyselinou, napriklad s acetatom, benzoatom, bisulfatom,
borgtom, citratom, fumaratom, hydrobromidom, hydrochloridom, laktatom, lauratom,
maleatom, napsylatom, oleatom, oxalatom, fosfatom, sukcinatom, siranom, tartratom,
tosylatom, valeratom, atd.

Vyraz ,farmaceuticky prijatefné kysla adi¢na sol’ sa vztahuje na soli, ktoré si
zachovavaju biologicku ucinnost' a vlastnosti volnych baz a ktoré nie st biologiocky
alebo inak neziaduce, vytvorené pomocou anorganickych kyselin, naprikiad kyseliny
bromovodikovej, kyseliny chlorovodikovej, kyseliny dusinej, kyseliny fosforeéne;,
kyseliny sirovej a organickych kyselin, napriklad kyseliny octovej, kyseliny benzéove;,
Kyseliny Skoricovej, kyseliny citrénovej, kyseliny etansulfonovej, kyseliny fumarove;,
kyseliny glykolovej, kyseliny maleinovej, kyseliny jabicnej, kyseliny propandiove;j,
kyseliny mandlovej, Kkyseliny metansulfénovej, Kkyseliny oxalovej, kyseliny
propidnovej, kyseliny p-toluénsulfénovej, kyseliny pyruvovej, kyseliny salicylovej,
kyseliny jantarovej, kyseliny vinnej, atd.

Soli vynalezu sa mézu ziskat' rozpustenim azitromycinu vo vodnom alebo
vodno/alkoholovom rozpustadie alebo v inych vhodnych rozpustadlach s prislusnou
bazou a naslednou izolaciou ziskanej soli vynalezu odparenim roztoku, zmrazenim a
lyofilizaciou alebo pridanim dalSieho rozpustadla, napr. dietyléteru k vodnému
alalebo alkoholovému roztoku azitromycinovej soli vratane separécie nerozpustnej
surovej soli. Na pripravu alkalickych azitromycinovych soli sa prednostne vyuzivaju
uhli¢itany alebo hydrogénuhlicitany alkalickych kovov. Pripravené soli st volne
rozpustné vo vode.

Vyraz ,jeho farmaceuticky prijatelny komplex alebo chelat* sa vztahuje na
netoxické komplexy a cheléty azitromycinu s bivalentnymi al/alebo trivalentnymi
kovmi, ktoré sa mdzu ziskat podla opisu vUS 5, 498, 699, kde obsah tohto
dokumentu vzhladom na metddy vyroby komplexov a chelatov azitromycinu su Upine
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zahrnuté v obsahu tejto aplikacie. Ako komplexotvorné a chelatotvorné kovy sa mozu
vyuzit kovy 2. a 3. skupiny, ktoré mdzu tvorit' fyziologicky tolerované zluceniny,
najma Mg?, A", Fe®*, Rh*, La®* a Bi*". Pomer azitromycinu ku kovu je v rozsahu 1
-1 az1: 4. Na ziskanie komplexov a chelatov azitromycinu antibiotikum reaguje vo
forme volnej bazy alebo soli, najma ako hydrochlorid, so solou bivalentného a/alebo
trivalentného kovu v pomere 2 : 1 pri teplote okolitého vzduchu vo vodnom roztoku
alebo v zmesi vody/alkoholu pri pH 80 az 11,0 shydroxidom kovu a/alebo
uhli¢itanom, subsalicylatom alebo gélom. Prednostnym prikladom mézu byt chelaty
azitromycinu s antacidami vybranymi zo skupiny soli Al, Mg a Bi, chelaty
azitromycinu so sukralfatom a chelaty azitromycinu so subsalicylatom bizmutu, ktoré
su vo forme gélu.

Vyraz ,farmaceuticky alebo terapeuticky prijatelny nosi¢* sa vztahuje na nosic,
ktory neinterferuje s Ucinnost'ou biologickej aktivity aktivnych zloziek a ktory nie je
toxicky voci hostitelovi alebo pacientovi.

Aktivna zlozka vybrand zo skupiny pozostavajlice] z azitromycinu, jeho
farmaceuticky prijatelného derivatu, jeho farmaceuticky prijatefného hydratu, jeho
farmaceuticky prijatelného komplexu alebo chelatu a farmaceuticky prijatelnej soli sa
mobze podavat tiez zvieratdm vratane cicavcov, napriklad hlodavcom a primatom
vratane fudi na prevenciu alebo zmiernenie ¢i odstranenie neinfekénych zapalovych
ochoreni s dominanciou neutrofilov. Teda tento vynalez obsahuje metddy na lieCbu
takych ochoreni alebo portch, ktoré zahfiaju podavanie aktivnej zlozky vynalezu
v mnozstvach dostatoénych na dosiahnutie Zelaného GCinku azitromycinu in vivo.
Napriklad aktivne cinidlo alebo zlozka tohto vynalezu mbéze byt podana
v terapeuticky alebo farmaceuticky uc¢innom mnozstve na lieCbu mnohych
neinfekénych zapalovych ochoreni vratane COPD, ARDS a neutrofilovych dermatéz.

, Terapeuticky alebo farmaceuticky uc¢inné mnozstvo® vzhladom na azitromycin
alebo zlG¢eniny obsahujice azitromycin a zmesi tohto vynalezu sa vztahuje na
mnozstvo zluceniny alebo zmesi dostatoéné na vyvolanie zelaného biologického
vysledku. Tym vysledkom médze byt zmiernenie priznakov, symptomov alebo pricin
ochorenia alebo akékolvek Ziaduca zmena biologického systému. V tomto vynaleze
je vysledkom napriklad prevencia, odstrénenie a/alebo zmiernenie symptomov alebo
pricin neinfekéného zapalového stavu s dominanciou neutrofilov pomocou akutnych
adinkov na granularne enzymy neutrofilov a oxidativny impulz, na oxidativne

ochranné mechanizmy a na chemakiny neutrofilov a na cirkulujuci IL-1, IL-6, IL-8,
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ako aj uCinok na oneskorenie apoptdzy a rozpustné adhezivne molekuly. Aktivne
zlozky tohto vynalezu sa budd podavat profylakticky pred vypuknutim neinfek&ného
zapaloveého ochorenia s dominanciou neutrofilov.

Teda tento vynédlez tiez predstavuje farmaceutické zmesi obsahujluce ako
aktivnu zlozku azitromycin, jeho farmaceuticky prijatelny derivat, jeho farmaceuticky
prijatelny hydrat, jeho farmaceuticky prijatelny komplex alebo chelat a farmaceutiky
prijatelna sol' v spojeni s farmaceutickym nosicom alebo rozpustadiom. Zmesi tohto
vynélezu sa mdzu podavat' systematicky alebo lokalne, intravaskularne, peroralne,
pulmonarne, parenteralne, t. j. intramuskularne, intraperitonedine, intravendzne (IV)
alebo subkutanne injekéne alebo inhalaéne, t. j. prostrednictvom jemného prasku,
transdermalne, nazalne, vaginélne, rektaine alebo sublingualne v davkovych formach
vhodnych pre kazdy spdsob podania. Aktivne Cinidlo alebo zlozka sa podava vo
farmaceuticky UCinnom mnozstve.

Pevné davkové formy na peroralne podanie zahfhaju kapsuly, tablety pod
jazyk, tablety, pilulky, prasky, lipozémy, naplaste, filmy s postupnym uvolfiovanim
ucinnej latky a granule. Aktivna zlUCenina je v takej pevnej davkovacej forme
zmie$ana najmenej s jednym inertnym farmaceuticky prijate/nym nosi¢éom, napriklad
laktozou, sachardzou alebo Skrobom. Také davkové formy mézu tiez zahfiat dalsie
latky iné ako inertné riedidla, napriklad Iubrikaéné c&inidla, napriklad stearat
horeCnaty. V pripade kapsul, tabliet a piluliek davkové formy mézu tiez obsahovat
objemotvorné a/alebo pufrovacie ¢inidla, ako aj prichute. Tablety a pilulky sa mézu
pripravit' s filmom odolnym voci zalGdocnej kyseline.

Tekuté davkové formy na peroralne podanie obsahuju farmaceuticky prijatefné
emulzie, roztoky, suspenzie, sirupy s tinktirami obsahujicimi inertné bezne
pouzivané riedidla, napriklad vodu. Okrem takych inertnych riedidiel zmesi mézu tiez
obsahovat' pomocné latky, napriklad soli na zmenu osmotického tlaku, zluceniny na
upravu pH, ¢&inidlda na zlepSenie penetracie do pokozky, zvlhéovacie ¢&inidla,
emulzifikacné a suspendacné ¢inidla, sladidla, prichute a vone.

Farmaceutické zmesi na parenteralne podanie podia tohto vynalezu zahffiaju
sterilné vodné alebo nevodné roztoky, suspenzie alebo emulzie. Prikladmi
nevodnych rozpustadiel alebo nosicov su propylénglykol, polyetylénglykol, rastlinné
oleje, napriklad olivovy olej a kukuriény olej, zelatina a injekovatelné organické
estery, napriklad etyloleat. Také davkové formy mézu tiez obsahovat pomocné latky,

napriklad konzervacné, zvihéovacie, emulzifikacné a dispergacné cinidla. M6zu byt
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sterilizované napriklad filtraciou cez bakteridiny filter, inkorporaciou sterilizacnych
¢inidiel do tychto zmesi, oziarenim zmesi alebo zohriatim zmesi. Mézu byt tiez
vyrobené s pouzitim sterilnej vody alebo inych sterilnych injekovatelnych
prostriedkov bezprostredne pred pouzitim.

Formulacie pre injekcie budl obsahovat' fyziologicky prijatelny prostriedok,
napriklad vodu, solny roztok, PBS, vodny etanol, vodné etylénglykoly, atd. Vo vode
rozpustné konzervaéné latky, ktoré mézu byt pouzité, obsahuju hydrogénsiricitan
sodny, sirnatan sodny , askorbat, benzalkoniumchlorid, chlérbutanol, timerozal, borat
fenylortutnaty, parabény, benzylalkohol a fenyletanol. Tieto Cinidla moézu byt
pritomné v individuélnych mnozZstvach od priblizne 0,001 do 5 hmotnostnych %,
najma vsak od 0,01 do 2 %. Vhodnymi vo vode rozpustnymi pufrovacimi Cinidlami,
ktoré moézu byt pouzité, su uhlicitany alkalii alebo alkalickych zemin, fosfaty,
bikarbonaty, citraty, boraty, acetaty, sukcinaty, atd., napriklad fosforecnan, citrat,
borat, acetat, bikarbonat a uhli¢éitan sodny. Pridavné latky, napriklad
karbometylceluldéza, moézu byt pouzité ako nosi¢ v mnozstvach od 0,01 do 5
hmotnostnych %. Formulacia sa bude menit v zavislosti od ucelu formulacie, od
konkrétneho pouzitého rezimu na lie¢bu ochorenia, od planovanej liecby, atd.

Zmesi na rektalne alebo vaginalne podanie su predovSetkym Capiky, ktoré
mdzu okrem aktivnej latky obsahovat mastovy zaklad, napriklad kakaové masio
alebo ¢apikovy vosk. Zmesi na nazalne alebo sublingualne podanie sa tiez pripravuju
s dobre znamym §tandardnym mastovym zakladom.

Zmesi obsahujuce aktivne cinidlo alebo zlozku tohto vynalezu sa moézu
podavat na prevenciu al/alebo liecbu. Pri terapeutickych aplikaciach sa zmesi
podavaju pacientovi, ktory trpi vy$sie uvedenym ochorenim v mnozstve dostato¢nom
na vylieCenie alebo prinajmensom na cCiastocné zastavenie symptémov ochorenia a
s tym suvisiacich komplikécii, t. j. v terapeuticky ucinnom mnozstve.

Pri profylaktickych aplikaciach sa zmesi obsahujice aktivne €inidlo alebo
zlozku tohto vynélezu podavaju pacientovi, ktory je nachyliny na prisluéné ochorenie.
Také mnozstvo je definované ako ,profylakticky Ucinna davka." Pri tomto pouziti
presné mnozstva opat’ zavisia od pacientovho zdravotného stavu a hmotnosti.

Farmaceutické zmesi tohto vynélezu sa mozu tiez podavat' vo forme depotu,
napriklad zmesi s pomalym uvolfovanim. Také zmesi s pomalym uvolnovanim mozu
obsahovat' ¢astice aktivneho Cinidla alebo zlozky v matrixe, ktora méze byt vyrobena

napriklad z kolagénu.
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Mnozstva aktivneho &inidla alebo zlozky potrebné na G&innG lieébu budy
zavisiet od mnohych réznych faktorov vratane spdsobov podavania, ciefového
miesta, fyziologického stavu pacienta a dalSich podavanych liekov.

Aktivne Cinidlo alebo zloZka tohto vynalezu vybrana zo skupiny pozostavajlce;
z azitromycinu, jeho farmaceuticky prijatelného derivatu, jeho farmaceuticky
prijatelného hydratu, jeho farmaceuticky prijatelného komplexu alebo chelatu a jeho
farmaceuticky prijatelnej soli su Gcinné pri lieCbe neinfekénych zapalovych ochoreni
s dominanciou neutrofilov, ked sa podavaju v rozsahu od 10 mg do priblizne 2 000
mg denne, najmé od 30 do 1 500 mg. Specifickéd pouzitd dévka je regulovana
stavom, ktory sa lieci, spdsobom podavania ako aj postdenim lekara v zavislosti od
takych faktorov ako je zavaznost' stavu, vek a vSeobecny stav pacienta.

Aktivne Cinidld alebo zlozky tohto vynalezu sa mdzu podavat samostatne
alebo spolu s inymi sucasne uzivanymi liekmi na lie¢bu neinfekénych zapalovych
ochoreni s dominanciou neutrofilov, ako st napriklad nesteroidné protizapalové
¢inidla, napriklad metylxantinové nesteroidné protizépalové &inidla, steroidné
protizapalové  Cinidla, imunomodulatné ¢€inidla, imunosupresivne  &inidia,
bronchodilata¢né ¢inidld, antireumatické ¢inidld, kortikosteroidy, R2-agonisti,
cholinergicki antagonisti, atd, pricom davka posledného ¢inidla sa mbze znizit' o 50
% alebo 25 % v dbsledku protizapalovych Ucinkov aktivnych zloziek tohto vynalezu.

Zmes, prednostne vo vode rozpustna zmes tohto vynalezu méZe dale]
obsahovat’ vo vode rozpustny protein injekovatelny do telesnych tekutin bez
akejkolvek podstatnej farmakologickej aktivity pri pouzitej koncentracii v jednorazovej
davke tohto vynalezu (dalej ,vo vode rozpustny protein®). Vo vode rozpustny protein
je napriklad sérovy albumin, globulin, kolagén a/alebo zZelatina. Tento protein moze
byt pridany k mnozstvu pouzitému v injekovatelnych farmaceutickych zmesiach.
Teda hmotnostny pomer medzi proteinom rozpustnym vo vode a aktivnym ¢inidlom
alebo zloZzkou tohto vynéalezu je napriklad 0,0001 : 1 az 100 : 1, najm& 0,001 : 1 do
priblizne 10 : 1 alebo este lepSie 0,01 : 1 do priblizne 1 : 1.

Vynalez sa dalej vztahuje na vysSie uvedené aktivne Cinidla alebo zlozky a
zmesi , ktoré ich obsahuji v suchej a/alebo &istej forme alebo vo vodnom alebo
vodno/alkoholovom roztoku. pH roztoku pripraveného zo zmesi rozpustnej vo vode
alebo aktivneho C¢inidla tohto vyndlezu by malo byt také, aby nemalo Ziadny
nepriaznivy ucinok na aktivitu farmakologicky aktivneho peptidu, ale ma byt

v prijatelnom rozsahu pre injekcie a toto pH nema zapriCinit ani velkd zmenu
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viskozity roztoku ani nemé umoznit' tvorbu precipitatu, a podobne. Teda roztok ma
mat hodnotu pH asi 4 az 7, lepSie 5 az 6, este lepsSie 5,3 az 5,5.

Ked sa vo vode rozpustna zmes vynalezu zmeni na vodny roztok vhodny na
podanie, koncentracia farmakologicky aktivneho Cinidla alebo zlozky alebo jeho soli
v uvedenom roztoku by mala byt od 0,0000001 do 10 % (w/v), lepSie od 0,000001 do
5 % (w/v) alebo este lepsie od 0,00001 do 1 % (w/v).

Zmes tohto vynalezu by mala mat’ $pecificki formu davkovania s obsahom
farmakologicky aktivneho ¢inidla alebo zlozky vyndlezu a ak je to potrebné, mala by
sa podavat spolu s dal$imi aditivami, napriklad s vy$$ie uvedenym proteinom
rozpustnym vo vode. Teda napriklad dve alebo tri vy$Sie uvedene zlozky sa plnia do
ampuliek alebo liekoviek po rozpusteni alebo suspendovani v sterilnej vode alebo
v sterilnom fyziologickom roztoku.. V tomto pripade metéda pripravy méze zahinat
pridanie roztoku farmakologicky aktivneho ¢inidla alebo zloZzky a ak je to potrebneé,
k farmakologicky aktivnemu cinidlu alebo zlozke sa pridd pridavny roztok alebo
aditivum v praskovej forme alebo sa vyuZije akakolvek dalSia kombinacia potrebnych
postupov. Dévkova forma sa modze tiez pripravit’ pridanim sterilnej vody alebo
steriiného fyziologického roztoku k lyofilizatu alebo k prasku vysusenému vo vakuu,
v ktorom je farmakologicky aktivne ¢inidlo a ak je to potrebne, aj aditivum. Tato
$pecificka davkova forma méze obsahovat jedno alebo viac beznych aditiv, napriklad
Zinidla na Upravu pH (napr. glycin, kyselina chlorovodikova, hydroxid sodny), lokalne
anestetika (napr. hydrochlorid xylokainu, chlérbutanol), izotonizané Cinidla (napr.
chlorid sodny, manitol, sorbitol), emulzifikatory, inhibitory adsorbcie (napr. Tween®60
alebo 80), mastencovy prasok, Skrob, laktdézu a tragant, stearat horenaty, glycerol,
propylénglykol, konzervacné cinidia, benzylalkohol, metylhydroxybenzoéat af/alebo
oleumara$idhydrogén. Tato $pecificka. forma davkovania mdze dalej obsahovat
farmaceuticky prijatelné pomocné latky, napriklad polyetylénglykol 400 alebo
dextran.

Zmes tohto vynalezu je vyrobend pridanim tychto zloziek podla beZnych
metdd. Cielom pridavania zloziek tejto zmesi by malo byt udrzanie aktivity
farmakologicky aktivneho ¢inidla a minimalizovanie tvorby bublin pocas tohto
procesu. Jednotlivé zlozky sadaji do nadoby (napriklad do flase alebo valca)
sUcasne alebo v ubovolnom poradi. Atmosféra v nédobe mdze byt napriklad sterilny
gisty vzduch alebo sterilny Cisty dusik. Vysledny roztok sa méze preniest do malych

liekoviek alebo ampuliek a poslat na lyofilizaciu.
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Tekuta forma praskového lyofilizatu zmesi tohto vynalezu sa méze rozpustit
alebo dispergovat’ v roztoku biodegradovatelného polyméru, naprikiad kopolyméru
kyseliny poly(lakto-glykolovej), kyseliny poly(hydroxymaslovej), kopolyméru kyseliny
poly(hydroxymaslovo-glykolovej) alebo ich zmesi a potom mébze byt pinena napriklad
do filmov, mikrokapsul (mikrosfér) alebo nanokapsul (nanosfér), ktoré mézu byt vo
forme mékkych alebo tvrdych kapsul.

Zmes tohto vynalezu uzavreta v lipozomoch s obsahom fosfolipidov,
cholesterolu alebo ich derivatov méze byt dalej dispergovana vo fyziologickom
roztoku alebo v roztoku kyseliny hyalurénovej zriedenej vo fyziologickom roztoku.

Makka kapsula mdze byt naplnena tekutou formou zmesi tohto vynélezu.
Tvrda kapsula moze byt naplnena praskovym lyofilizdtom zmesi tohto vynalezu alebo
praskovy lyofilizat tejto zmesi mdze byt lisovany do tabliet na rektalne alebo
peroralne podanie.

Zmes tohto vynélezu sa samozreime moze dodavat v predplnenych
striekackach na priame podanie.

Hoci vy$sie su Specificky opisané len preferované formy vynalezu, bolo by
cenné, keby sa vytvorili modifikacie a variacie vynalezu bez odklonu od ducha a
planovanej posobnosti vynalezu. Dal$ie preferované formy tohto vynalezu su

uvedené v narokoch.

Prikiady uskutoénenia vynalezu

Priklad
Vykonal sa pokus na zdravych dobrovolnikoch, pricom sa sledoval vplyv
azitromycinu podavaného v davke 3 x 500 mg pri vybranych parametroch tykajlcich

sa zapalu.

Podavanie lieku, odoberanie vzoriek krvi a plazmy

Kazdy pacient dostal dve Standardné kapsuly s obsahom 250 mg azitromycinu
(Sumamed®, PLIVA Zagreb) podas troch po sebe idlcich dni. Bezprostredne pred
lie€bou, po 2 hodinach a 30 mindtach, po 24 hodinach a 28 dni po tretej a posledne;j

davke azitromycinu sa z laktovej zily odobrala krv do skimaviek s obsahom EDTA.
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Alikvotna ¢ast' sa odobrala na krvny obraz, na pripravu krvného rozteru a na izolaciu

polymorfonuklearnych buniek a séra.
Analyza primarnych azurofilnych granularnych enzymov

Leukocytarne granule sU organely ohrani¢ené membranou, ktoré obsahuju
mnozstvo antimikrobialnych proteinov. Odhliadnuc od obsahu degradacnych
enzymov, ktoré mdzu neutrofily vyluéovat' extracelularne alebo ktoré su inak
uvolnené do fagocytarnych vezikdl, membrany mnohych typov tychto grandl a
vezikdl obsahuju doélezité molekuly, naprikiad urCité receptory (napriklad fMLP

receptor) a cytochrém b NADPH-oxidazy.
a) Analyza myeloperoxidazy

Enzym myeloperoxidaza (MPO) je 135 000-daltonovy protein obsahujuci dva
tazké a dva lahké retazce shmotnostou §5 000 a 15 000 Daltonov. MPO sa
nachadza v primarnych alebo azurofilnych granulach granulocytovych buniek. Ulohou
MPQ je zabezpecit metabolity reaktivneho kyslika, ktoré su velmi dblezité pre
mikrobicidnu aktivitu neutrofilov. Tvorba kyslikovych metabolitov je zavisla od zloziek
MPO-negativnych granudl (ktoré uchovavaju flavocytochrom bsss, velmi ddlezitu
zlozku NADPH-oxidazy) a od zloziek azurofilnych MPO-pozitivnych granul. MPO
transformuje relativne neskodny produkt NADPH-oxidazy H202 na kyselinu chlérnu.
Biologicky vyznam aktivity MPO v granulocytoch spoCiva v silnej antimikrobialne;
aktivite zavislej od kyslika spojenej s mobilizaciou vSetkych granul v zépalovych
granulocytoch pri zépalovom procese, najmé po fagocytdrnom stimule imunitnych
komplexov.

Aktivita MPO bola uréena na zéklade intenzity zafarbenia neutrofilov v krvnych
rozteroch v bunkovych lyzatoch pomocou testu ELISA. Roztery boli po fixacii
v etanolformaldehyde inkubované v roztoku substratu s obsahom peroxidu vodika a
benzidinu (SIGMA). Roztery boli po inkubacii zafarbené kontrastnym farbivom
pomocou Giemsovho roztoku. Bola vyhodnotena pozitivita MPO-hodndt 100
granulocytov a bolo uréené skére od 0 do 4+ na zaklade intenzity vyzrazaného
farbiva v cytoplazme. Teda hodnota skdre mala byt od 0 do 400. Normalne hodnoty
rozsahu skére (290-390) boli z tejto Studie odobraté pred podanim azitromycinu.
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MPO-aktivita bola vyhodnotena na digitdlnom obraze rozteru pomocou digitélnej
kamery pri velkom zvacSeni (x 1000) svetelného mikroskopu. Aktivity MPO
v neutrofiloch krvného rozteru klesali od 2 hod. a 30 min. do 24 hodin po posledne;
davke azitromycinu a vratili sa na vychodiskovu Uroven po 28 diioch (Tabulka 1).
Koncentracia proteinu enzymu MPO uré¢end pomocou testu ELISA v lyzatoch
neutrofilov je uvedena v Tabulke 1. Zmena proteinu neutrofilového enzymu sledovala
rovnaky vzor ako zmena aktivity intracelularneho enzymu, klesajuc od 2 hod. a 30
min. do 24 hodin po poslednej davke azitromycinu a vratila sa na vychodiskovt
urovefl po 28 dnoch. Oba metodologické pristupy uréenia MPQO sa navzajom
potvrdili. Degranuléacia prezentovana nizsou MPO denzitou neutrofilov uréenou

v v

urCenych testom ELISA.

b) Analyza N-acetyl-B-D-glukozaminidazy (NAGA) a B-glukuronidazy

Glykoziddzy su enzymy, ktoré katalyzuju hydrolyzu glykozidickych vazieb
oligosacharidov a dalSich glykozidov. Su $pecifické pre glykozidicka ¢ast’ molekuly
substratu. Medzi také enzymy patri N-acetyl-B-D-glukozaminiddza (NAGA) a B-
glukuronidaza. Su to lyzozomalne enzymy, lokalizované v azurofilnych (primarnych,
peroxidaza-pozitivnych) granuldch neutrofilov. KedZe degranulacia neutrofilov
prebieha potas zapalu, mnohi autori si zvolili tieto enzymy za markery degranulacie
a pre odhad reaktivity neutrofilov. Katalytickd koncentracia oboch enzymov v sére a
v neutrofilovych lyzatoch bola uréena vyuzitim fluorometrickej metddy opisane;
O’'Brienom et al. (New Engl. J. Med. (1970) 283: 15-20) pre NAGA a Glaserom a
Slyom (J. Lab. Clin. Med. (1973) 82: 969) pre B-glukuronidazu.

Vysledky ukézali (Tabulka 1), Ze aktivita NAGA v sére sa zvysila asi 0 30 % po 2
hod. a 30 min. po poslednej davke. 24 hodin po poslednej davke bola jej hodnota asi
o 50 % vyssia ako pociatoéné hodnoty. Po 28 diioch boli hodnoty sérovej NAGA
stale o 70 % vysSie ako pociato¢né hodnoty. ZvySenie hladin NAGA v sére bolo
sprevadzané poklesom enzymatickej aktivity PMN. Zistil sa priblizne 70 %-ny pokles
NAGA v granulocytoch po 2 hod. a 30 min. po poslednej davke. Po 24 hodinach sa
aktivita NAGA u PMN zvysila asi o 30 %, ale bola stale o 40 % niZSia v porovnani
v poCiatoénymi hodnotami. Po 28 dfioch sa aktivita NAGA zvySila 0 40 % v porovnani

s pociatonymi hodnotami (Tabulka 1).
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Aktivita B-glukuronidazy v sére nepreukazala Ziadne zmeny pocas prvych 24 hodin
po poslednej davke. Po 28 droch boli sérové hladiny o 40 % vysSie ako pociatocné
hodnoty. Aktivita B-glukuronidazy u PMN klesla asi 0 20 % po 2 hod. a 30 min. a asi
0 50 % po 24 hodinach v porovnani s pociatoénymi hodnotami. AvSak po 28 dnoch
aktivita B-glukuronidazy u PMN bola ovela vysSia (asi 300 %) v porovnani
s poCiatocnymi hodnotami (Tabulka 1).

Po analyze aktivit glykozidad je zrejmé, ze azitromycin u zdravych
dobrovolnikov vyvolal uvolnenie 40 — 50 % enzymov z azurofilovych granudl do 24
hodin po poslednej davke. Pokles aktivity NAGA u PMN bol sprevadzany zvySenim
hladiny v sére. Sérové aktivity tychto dvoch enzymov preukazali slabé zvySenie
oproti vychodiskovému bodu (pred podanim azitromycinu) po 2 hod. a 30 min. a po
24 hodinach po poslednej davke lieku a po dalSich 28 drioch sa pozorovalo zvySenie
(Tabulka 1).

Aktivity tychto dvoch enzymov v lyzatoch neutrofilov naproti tomu klesali .
v hodinach po poslednej davke azitromycinu a pokles aktivity NAGA bol maximainy
po 2 hod. a 30 min. a vratil sa na vychodiskovu Groven po 28 dnoch. Bunkova aktivita
B-glukuronidazy 24 hodin po poslednej davke azitromycinu stale klesala a zna¢ne sa
zvysila nad vychodiskovu Uroven po 28 dnhoch (Tabulka 1).

Teda enzymy uvolnené z neutrofilovych primarnych azurofilnych granul boli
pritomné v sére pri trochu vysSich aktivitach po 2 hod. a 30 min. do 24 hodin po
podani azitromycinu, zatial ¢o ich aktivity pocas rovnakého casového obdobia boli
nizSie v neutrofiloch periférnej krvi, ¢o naznacuje, Ze boli uvolnené degranulaciou.
NAGA bola uvolnend skoro po podani azitromycinu, zatia co MPO a @-

glukuronidaza sa uvolnila neskér. Obnova aktivit tychto enzymov sa tiez menila.
Studie o oxidativnom impulze neutrofilov

Vsetky aerébne organizmy vyuzivaju kyslik na tvorbu energie. Avsak je vela
naznakov, Zze vyhody vyuzitia kyslika sU spojené s rizikom, Ze oxidativny proces
moze tiez spdsobit poskodenie tkaniva. Potas fagocytdzy su stimulované neutrofily,
ktoré podliehaji oxidativnemu impulzu stvorbou a uvolnenim reaktivnych
metabolitov kyslika. Tieto reaktivne formy kyslika slGzia ako hlavny mechanizmus,

pomocou ktorého fagocytéza sprostredkuje ich antimikrobialny GcCinok. Tieto reakcie
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su charakterizované rychlym prijmom kyslika, po ktorom nasleduje redukcia kyslika
na superoxid (Oz). Tato reakcia je katalyzovana NADPH-oxidazou s vyuzitim
NADPH alebo NADH ako donora elektronov. Ked su tieto obranné mechanizmy

zamerané nespravnym smerom, vznika poskodenie tkaniva.

a) Urcenie tvorby chemiluminiscencie

Tvorba reaktivnych foriem kyslika aktivovanymi bunkami sa ¢asto uréuje
meranim chemiluminiscencie (CL). Typy vytvorenych radikalov reaguju s latkou
vytvarajucou fotény (napr. Luminol) a vysledna svetelna emisia sa meria pomocou
fotobunky. Chemiluminiscencia je detekovatelna ako vysledok stimulacie (napr.
fMLP) leukocytov a je mierou ich oxidativnej cytotoxickej aktivity (Allen et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun.(1972), 47: 679).

Vysledky tejto Studie uvedené v Tabulke 1 ukazuju, Ze azitromycin inhibuje
chemiluminiscenciu vytvorend stimulovanymi neutrofilmi izolovanymi z krvi ludi

lieCenych azitromycinom.

b) Testovaci systém cytochrému c

Neutrofily boli inkubované s cytochromom c a stimulované fMLP (Cohen and
Chovaniec, 1978, J. Clin. Invest. 61: 1081-1087). Boli zaznamenané absorbancie pri
550 nm a 540 nm a vysledky boli vyjadrené ako delta A.

Oxidativny impulz neutrofilov ako odpoved na bakterialny peptid fMLP bol
inhibovany trojdriovou dévkou azitromycinu (Tabulka 1). S vyuzitim cytochromu ¢ a
luminolu ako testovacich systémov bola inhibicia detekovatelna uz 2 hod. a 30 min.
po poslednej davke azitromycinu, po 24 hodinach bola vys$sia a po 28 dioch sa
nevratila na normalnu uroven.

Teda azitromycin sa povazuje za inhibitora oxidativneho impulzu. Azitromycin
preto predstavuje zaklad pre mnozstvo ochoreni, napriklad pre COPD, pri ktorych sa

tvorba neutrofilovych radikalov (oxidativny impulz) stava nadmernou.

Analyza glutatiénperoxidazy a glutationreduktazy
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Volné radikaly kyslika a peroxidy lipidov sa podielaju na patogenéze velkého
mnozstva ochoreni. Biologické Gcinky volnych radikélov su riadené in vivo Sirokym
spektrom antioxidantov, napriklad a-tokoferolom (vitamin E), Kyselinou askorbovou
(vitamin C), p-karoténom, redukovanym glutationom (GSH) a enzymami
antioxidantov (superoxiddismutaza, SOD. glutatiénperoxidaza GSHPx, katalaza,
CAT) (Benabdeslam et al., Clin. Chem. Lab. Med. (1999), 37: 511-516, Mates et al.,
Blood Cells Mol. (1999), 25: 103-109). Nedavno boli funkcie antioxidantov definitivne
spojené s protizapalovymi a/alebo imunosupresivnymi vlastnostami (Mates et al.,
Blood Cells Mol. (1999), 25: 103-109). Tvorba volnych radikélov a naru$enie
redoxného stavu moéZe modulovat expresiu mnozstva zapalovych molekdl
(Sundaresan et al., Science (1995), 270: 296-299, Kaouass et al., Endocrine (1997),
6: 187-194), o ovplyviuje urcité bunkové procesy, veduce k zapalovym procesom, a
ktoré opatovne vyvolavaju zapal a spdsobuju poskodenie tkaniva (Tsai et al., FEBS
Lett. (1997), 436: 411-414).

Bunkova glutatidnperoxidaza (GSHPX) je tetramérny protein. v ktorom kazdé
zo $tyroch identickych podjednotiek obsahuje jeden atom selénu (Se) vo forme
seléncysteinu na aktivnom mieste (Misso et al., J. Leukoc. Biol. (1998), 63: 124-130).
GSHPx hra ulohu pri detoxikécii H,O2 a meni lipidove hydroperoxidy na netoxickée
alkoholy (Akkus et al., Clin. Chim. Acta (1996), 244: 221-227, Urban et al., Biomed.
and Pharmacother. (1997), 51: 388-390). V tejto $tudii u zdravych dobrovolnikov
lieenych azitromycinom zmeny intraceluldrnej aktivity GSHPx v PMN boli urcené
vyuzitim komeréne dostupnej supravy RANSEL (Randox Laboratories). GSPHx
katalyzuje oxidaciu glutatiénu pomocou kumenhydroperoxidu. Oxidovany glutation
v pritomnosti glutationreduktazy a NADPH sa ihned zmeni na redukovanu formu so
sprievodnou oxidaciou NADPH na NADP*. Meria sa pokles absorbancie pri 340 nm.

Glutationreduktaza je vS8adepritomny enzym, ktory katalyzuje redukciu
oxidovaného glutationu (GSSG) na glutatién (GSH). Glutationreduktaza je velmi
dolezitd pre redoxny cyklus glutationu, ktory udrziava primerané hladiny
redukovaného bunkového GSH. GSH sltzi ako antioxidant a reaguje s volnymi
radikalmi a organickymi peroxidmi pri transporte aminokyselin a ako substrét pre
GSHPx a glutation-S-transferazy pri  detoxikacii organickych peroxidov a
metabolizme xenobictik. Glutatiénreduktédza bola uréend vyuzitim BIOXYTECH®

GR-340™ kolorimetrického testu pre glutatiénreduktazu (OXIS International, Inc.).
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Oxidacia NADPH na NADP® je katalyzovanad limitujicou koncentraciou
glutationreduktazy.

GSHPx aktivita v neutrofilovych lyzatoch (vyjadrena na pocet buniek) bola
nezmenena po 2 hod. a 30 min. po poslednej davke azitromycinu, ale vyznamne
klesla 24 hod. po tejto poslednej davke (Tabulka 1). Aktivita sa vrétila na
vychodiskovu uroven po 28 dnoch. Aktivita glutationreduktdzy v bunkovych lyzétoch
(vyjadrena na poCet buniek) prejavila podobnu tendenciu a vyznamne Klesla po 2
hod. a 30 min. a po 24 hod. po poslednej davke azitromycinu, vrétila sa k normalnym
hodnotam a potom dosiahla vyssie hladiny oproti normalu 28 dni po lietbe (Tabulka
1).

Analyza apoptdzy

Trojdnové podavanie azitromycinu malo u¢inok na spomalenie pro-apoptdzy
granulocytov, ¢o naznacuje morfoldgia krvnych rozterov. Vysledky su uvedené
v Tabulke 1. PoCet apoptickych buniek po troch diioch podavania azitromycinu sa
stale zvysoval a 28 dni po poslednej davke dosiahol $tatistickl vyznamnost. Zvyseny
pocet apoptickych buniek naznacuje znizeny pocet aktivnych, potencialne skodlivych

neutrofilov.

Analyza cytokinov a chemokinov

Vtejto Studii sa zistili dalsie akutne, ale potencidlne protizapalové Gcinky
azitromycinu.

Interleukin-8, ¢&len Specifickej neutrofilovej CXC-podrodiny chemokinov je
potencialnym chemotaktickym a aktivacnym faktorom neutrofilov (Oppenheim, J. J.
Ann. Rev. Immunol. (1999), 9: 617). ViaZze sa najmenej na dva receptory (IL-8R1 a
IL-8R2) viazané G-proteinom. Tieto receptory su fukéne odlisné. Odpovede,
napriklad zmeny cytososlickych volnych Ca®* a uvolnenie granularnych enzymov, st
sprostredkované oboma receptormi, zatial ¢o respiraény impulz a aktivacia
fosfolipdzy D zavisi vylucne od stimulacie pomocou IL-8R1 (Johnes et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1996), 93: 6682-6686). IL-8 je klu¢ovym mediatorom pri zhlukovani
cirkulujucich neutrofilov. Tento chemokin je vyjadreny v reakcii na zapalové stimuly a

vyluéuji ho rézne bunkové typy vratane lymfocytov, epitelidinych buniek,
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keratinocytov, fibroblastov, endotelidinych buniek, buniek hladkého svalstva a
neutrofilov. V posiednom pripade IL-8 je jednym z najhojnejSie vylucovanych (a
najrozéirengj$ich) Studovanych cytokinov vytvorenych neutrofiimi. Je zaujimave, ze
neutrofily predstavuja priméarny bunkovy ciel pre IL-8, na ktoré odpovedaju
chemotaxou, uvolnenim obsahu granul, respiratnym impulzom, regulaciou
receptorov  bunkovych povrchov, zvySenou adherenciou Kk nestimulovanym
endotelialnym bunkam a transmigraciou cez endotelium. Cinidla, ktoré s schopné
stimulovat’ tvorbu IL-8 pomocou ludskych neutrofilov sa: TNF-a, IL-18, GM-CSF,
leukotrién B4, PAF, fMLP, laktoferin, LPs a mnoho dalsich (Cassatella, M.A., Adv.
Immunol. (1999), 73: 369-509). IL-8 spomaluje spontannu a TNF-a-sprostredkovanu
apoptozu ludskych neutrofilov. (Kettritz et al., Kidney Int. (1998), 53: 84-91). IL-8 je
predominantny C-X-C chemokin a dominantny neutrofilovy chemoatraktant, ktory sa
akumuluje v supernatante LPS-stimulovanych ludskych alveolarnych makrofagov
(Goodmann et al., Am. J. Physiol. (1998), 275: L87-L95).

Zistilo sa, ze erytromycin ma inhibiény Gcinok na expresiu IL-8 v ludskych
epitelidinych bunkach a tento spbésob Ucinku ma pravdepodobne vyznam pre jeho
klinicka Gc¢innost’ (Takizawa et al.,, Am. J. Respir. Crit. Care Med. (1997), 156: 266-
271).

Roxitromycin je tiez schopny redukovat tverbu IL-8 u fibroblastov nazainych
polypov (Nonaka et al., Acta Otolaryngol. (1988) Suppl. 539: 71-75). V synoviocytoch
pri reumatoidnej artritide tvorba IL-1a, IL-6, IL-8, GM-CSF by mohla byt inhibovana
klaritromycinom (Matsuoka et al., Clin. Exp. Immunol. (1996), 104 (3): 501 — 8).
Urdenie tvorby IL-8 ex vivo v celkovej krvi tiez potvrdilo potenciél erytromycinu pri
inhibicii tvorby IL-8 (Schultz et al., J. Antimicrob. Chemother. (2000), 46: 235-240.
Podobné zistenie bolo nedavno publikované v pripade ludskych bronchialinych
epitelidinych buniek (Desaki M. et al., Biochim. Biophys Res. Commun. (2000) 267:
124-128). Nedavna stldia véak dokazala, ze azitromycin nema madulacny Uc¢inok na
tvorbu IL-8 u PMN in vitro (Koch et al., J. Antimicrob. Chemother. (2000), 46: 19-26).

Koncentracie cytokinov a chemokinov boli uréené pomocou suprav ELISA. Po
trojdniovom podavani azitromycinu sa pozorovalo niekolko odliSnych schém reakcii
v kancentraciach sérovych cytokinov a chemokinov. Rychly pokles plazmatickych
koncentracii chemokinu stimulujiceho neutrofily, IL-8 a GRO-a sa pozoroval po 2

hod. a 30 min. a po 24 hod. po poslednej davke azitromycinu (Tabulka 1).
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Koncentracia IL-8 sa v podstate vrétila na vychodiskovd Uroven po 28 diioch, zatial
¢o hladina GRO-a v tomto ¢ase poklesla.

Tieto Udaje jasne demonStruju akutny inhibiény Gc¢inok azitromycinu na
uvolnenie IL-8 ex vivo, pricom sa tato viastnost' rozsirila aj na inhibiciu uvolnenia
chemokinu GRO-a. Mohlo by sa v$ak konstatovat, Zze bola zmerana koncentracia
sérovych chemokinov. Preto nie je mozné vyvodit Ziadny zéver o bunkovom
zdroji(och) chemokinov.

Nizka vychodiskova sérovd koncentracia IL-1 po poslednej davke
azitromycinu postupne vzrastala, az dosiahla po 24 hod. Statistickii vyznamnost
(Tabulka 1). Koncentracia sa vratila na vychodiskovu uroven 28 dni po podavani
azitromycinu. Na rozdiel od toho sérovd koncentracia IL-6 prejavila nepretrzity
pokles, az dosiahla statisticki vyznamnost’ 28 dni po poslednej davke azitromycinu
(Tabulka 1).

Analyza adhezivnych molekul

Na rozdiel od skorsie publikovanych Udajov (Semaan et al., J. Cardiovasc.
Pharmacol. (2000), 36: 533-537), na zaklade ktorych lieCba azitromycinom
neovplyvnila vyznamne plazmatické hladiny rozpustného VCAM, v tejto $tadii sa
pozoroval pokles sérovych hladin VCAM 24 hod. po poslednej davke azitromycinu,
ktoré ostali vyznamne znizené po 28 dnoch, ¢o naznaluje, ze azitromycin ma
potencial inhibovat’ tvorbu neutrofilovych chemotaktickych peptidov a expresiu a
uvolnenie adhezivnych molekdl pre aktivované leukocyty (Tabulka 1). Na
kvantitativne ucenie sérovej koncentracie ludskych VCAM bola pouzita testovacia
suprava ELISA (R&D systems, Velka Britania).

Proteiny vo vzorkach PMN boli ur¢ené podla metédy Bradforda (Anal.
Biochem. (1976) 72: 248-254) svyuzitim bovinneho sérového albuminu ako
standardu.
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Patentové naroky

Pouzitie aktivne] latky vybranej zo skupiny obsahujucej azitromycin, jeho
farmaceuticky prijatelného derivatu, jeho farmaceuticky prijate/ného hydratu, jeho
farmaceuticky prijatelného komplexu alebo chelatu a jeho farmaceuticky
prijatelnej soli pri vyrobe farmaceutickych zmesi na lieCbu neinfekénych
zapalovych ochoreni s dominanciou neutrofilov u ludi i zvierat vybranych zo
skupiny zahfhajlcej respiracny tiesnovy syndrém dospelych (ARDS), emfyzém,
neutrofilnt dermatézu vratane psoriazoformnej dermatdzy, napriklad psoriazu a
Reiterov syndrém, autoimunitné dermatézy, cievne neutrofiiné dermatdzy,
napriklad leukocytoklasticka vaskulitida, Sweetov syndrém, pustularna
vaskulitida, erythema nodosum a dedicnd maltskd horucka, pyoderma
gangrenosum, autoimunitné ochorenie, pri ktorom je infiltracia neutrofilov
opétovne vyvolana faktormi aktivovaného komplementu, najma renaine ochorenie
vratane glomerulonefritidy a autoimunitné ochorenie charakterizované akutnymi

fazami s dominanciou neutrofilov, napriklad reumatoidna artritida.

Pouzitie podfa naroku 1, kde aktivnou zlozkou je O-metylderivat azitromycinu.

Pouzitie podla naroku 1, kde aktivnou zloZkou je ester azitromycinu.

Pouzitie podla naroku 1, kde aktivnou zlozkou je monohydrat azitromycinu.

Pouzitie podfa naroku 1, kde aktivnou zlozkou je dihydrat azitromycinu.

Pouzitie podlfa naroku 1, kde aktivnou zlozkou je komplex alebo chelat

azitromycinu s kovovymi ionmi.

Pouzitie podla naroku 6, kde pomer medzi azitromycinom a kovom je 1: 1 az 1:
4.

Pouzitie podfa naroku 6 alebo 7, kde kovové idny su bivalentne.
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9. Pouzitie podla naroku 6 alebo 7, kde kovové idny su trivalentné.

10.Pouzitie podla naroku 1, kde aktivnou zlozkou je alkalicky kov, kov alkalickych

zemin alebo amédniova sol azitromycinu.
11.Pouzitie podl'a naroku 1, kde aktivnou zlozkou je kysla adi€na sol azitromycinu.

12.PouZitie podla néroku 11, kde kysld adi¢na sol je vytvorend pomocou

anorganickej kyseliny.

13.Pouzitie podla naroku 11 alebo 12, kde anorganickou kyselinou je kyselina

brémovodikova, kyselina dusi¢na, kyselina fosforeéna alebo kyselina sirova.

14. Pouzitie podla naroku 11, kde je kysla adi¢na sol vytvorena pomocou organickej

kyseliny.

15.Pouzitie podla naroku 14, kde organicka kyselina je kyselina octova, kyselina
benzbova, kyselina s$koricova, kyselina citrénova, kyselina etansulfénova,
kyselina fumarova, kyselina glykolova, kyselina maleinova, kyselina jabléna,
kyselina propandiova, kyselina mandlova, kyselina metansulfénova, kyselina
oxalova, kyselina p-toluénsulfonovéd, kyselina pyruvova, kyselina salicylova,

kyselina jantarova alebo kyselina vinna.

16.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 15, kde farmaceutické zmesi
obsahujd aktivnu zlozku v mnoZstve dostatoénom na odstranenie alebo

zmiernenie ochorenia alebo na zastavenie jeho postupu.

17.Pouzitie podla naroku 16, kde sa farmaceutické zmesi podavaju raz az trikrat

denne v davke 10 mg az 2 000 mg aktivnej zlozky.

18.Pouzitie podla naroku 17, kde sa farmaceutické zmesi podéavaju raz az trikrat

denne v davke 30 mg az 1 500 mg aktivnej zlozky.
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19.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 18, kde sa farmaceutické zmesi

podavaju peroraine vo forme pevnych alebo tekutych davok.

20.Pouzitie podla naroku 19, kde pevné farmaceutické zmesi na peroréine podanie
su tablety, tablety pod jazyk, kapsule, pilulky, prasky, lipozémy, naplaste, filmy

s postupnym uvolfhovanim uéinnej latky a granule.

21. Pouzitie podla naroku 19 alebo 20, kde pevné farmaceutické zmesi na peroralne

podanie obsahuju najmenej jeden inertny farmaceuticky prijatelny nosic.

22.Pouzitie podla naroku 21, kde inertnym farmaceutickym nosicom je. lakt6za,

sachardza alebo skrob.

23. Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 19 az 22, kde pevné farmaceutické zmesi
na peroralne podanie obsahuju pridavné latky vybrané zo skupiny pozostavajucej
z lubrikacnych Cinidiel, napriklad stearat horecnaty, z objemotvornych afalebo

pufrovacich &inidiel a prichuti.

24.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 19 az 23, kde sa pevné farmaceutické
zmesi na peroralne podanie pripravuju s obalom odolnym voéi zaludocnej

kyseline.

25.Pouzitie podla naroku 19, kde tekutymi farmaceutickymi zmesami na peroraine

podanie su farmaceuticky prijatelné emulzie, roztoky, suspenzie alebo sirupy.

26.Pouzitie podla naroku 25, kde tekuté farmaceutické zmesi na peroralne podanie

obsahuju najmenej jeden inertny farmaceuticky nosic.

27.Pouzitie podia naroku 26, kde inertny farmaceuticky nosi¢ je voda alebo

fyziologicky roztok.

28.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 25 az 27, kde tekuta farmaceuticka zmes
na peroralne podanie obsahuje pridavné latky vybrané zo skupiny pozostavajuce;

z pomocnych latok, soli na zmenu osmotického tlaku, zlGcenin na Gpravu pH,
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Cinidiel na ulahCenie penetracie do pokozky, zvihéovacich &inidiel,

emulzifikatnych a suspendacénych ¢inidiel.

29.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 18, kde farmaceutické zmesi su

podavané parenteraine.

30.Pouzitie podla naroku 29, kde farmaceutické zmesi na parenteralne podanie su

infuzie alebo injekcie.

31.PouZitie podfa naroku 29 alebo 30, kde farmaceutickymi zmesami na
parenteralne podanie su sterilné vodné alebo nevodné roztoky, suspenzie alebo

emulzie.

32.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 29 az 31, kde farmaceutické zmesi na

parenteralne podanie obsahuju nevodné rozpustadia alebo nosice.

33.Pouzitie podla naroku 32, kde nevodné rozpustadla alebo nosite su
propylénglykol, polyetylénglykol, rastlinné oleje, napriklad olivovy olej a kukuriény

olej, Zelatina a injekovatelné organické estery, napriklad etyloleat.

34.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 29 az 33, kde farmaceutické zmesi na
parenteralne podanie obsahuji pomocné latky, napriklad konzervaéné,

zvinCovacie, emulzifikacné a dispergacné ¢inidla.

35.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 18, kde farmaceutické zmesi sa
podavaju rektalne alebo vaginalne.

36. Pouzitie podla naroku 35, kde farmaceutické zmesi na rektalne alebo vaginalne

podanie su vo forme Capikov, klystirov alebo pien.

37.Pouzitie podla naroku 35 alebo 36, kde farmaceutické zmesi na rektalne alebo
vaginalne podanie obsahuju mastovy zéklad, napriklad kakaové maslo alebo

Capikovy vosk.
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38.Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 37, kde farmaceutické zmesi na
lietbu neinfekénych zapalovych ochoreni s dominanciou neutrofilov obsahuju
jednu alebo viac pridavnych aktivnych zloziek uzitoCnych pri lieCbe takych
ochoreni, vybranych zo skupiny pozostavajlcej z nesteroidnych protizapalovych
ginidiel, steroidnych protizapalovych Cinidiel, bronchodilatatnych Cinidiel,
antireumatickych ¢inidiel, imunomodulaénych cinidiel, imunosupresivnych Cinidiel,

kortikosteroidov, beta 2-agonistov a cholinergnych antagonistov.

39.Pouzitie podla naroku 38, kde davka pridavnych aktivnych zloZiek je znizena
v porovnani s farmaceutickymi zmesami, obsahujuc len jednu z pridavnych

aktivnych zloziek.

40. Farmaceutickd zmes na lie€bu neinfekénych zapalovych ochoreni s dominanciou
neutrofilov u ludi i u zvierat, vybranych zo skupiny zahfmajucejrespiratny
tiesfiovy syndrém u dospelych (ARDS), emfyzém, neutrofiini dermatézu vratane
psoriazoformnych dermatdz, napriklad psoridzu a Reiterov syndréom, autoimunitné
dermatézy, cievne neutrofilné dermatdzy, napriklad leukocytoklasticka vaskulitida,
Sweetov syndrém, pustularna vaskulitida, erythema nodosum a dedi¢na maltska
hor(cka, pyoderma gangrenosum, autoimunitné ochorenie, pri ktorom je infiltracia
neutrofilov opéatovne vyvolana faktormi aktivovaného komplementu, najma
renalne ochorenie vratane glomerulonefritidy a autoimunitné ochorenie
charakterizované akdtnymi fazami s dominanciou neutrofilov, napriklad
reumatoidna artritida, obsahujuca aktivnu zlozku azitromycin, jeho farmaceuticky
prijatefny derivat, jeho farmaceuticky prijatelny hydrat, jeho farmaceuticky

prijatelny komplex alebo chelat a jeho farmaceuticky prijatelnu sol.

41.Farmaceuticka zmes podla naroku 40, kde je aktivnou zlozkou O-metylderivat

alebo ester azitromycinu.

42 Farmaceuticka zmes podla naroku 40, kde je aktivnou zlozkou monohydrat alebo

dihydrat azitromycinu.

43.Farmaceutickd zmes podla naroku 40, kde je aktivnou zlozkou komplex alebo
chelat azitromycinu s bivalentnymi alebo trivalentnymi kovovymi ionmi.
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44 Farmaceuticka zmes podla naroku 43, kde je pomer medzi azitromycinom a

kovovymi ionmi1:1az1:4.

45.Farmaceuticka zmes podla naroku 40, kde je aktivnou zlozkou alkalicky kov, kov

alkalickych zemin alebo amoniova sol' azitromycinu.

46. Farmaceuticka zmes podia naroku 40, kde je aktivnou zlozkou kysla adiéna sol

azitromycinu.

47 Farmaceutickd zmes podla naroku 46, kde je kysld adi¢na sol vytvorena
pomocou anorganickej kyseliny, napriklad kyseliny bromovodikovej, kyseliny

dusicnej, kyseliny fosforecnej alebo kyseliny sirove;.

48 Farmaceutickd zmes podla naroku 46, kde je kyslé adi¢na sol vytvorena
pomocou organickej kyseliny, napriklad kyseliny octovej, kyseliny benzéovej,
kyseliny $koricovej, kyseliny citrénovej, kyseliny etansulfénovej, kyseliny
fumarovej, kyseliny glykolovej, kyseliny maleinovej, kyseliny jabli¢nej, kyseliny
propandiovej, kyseliny mandlovej, kyseliny metansulfénovej, kyseliny oxalovej,
kyseliny p-toluénsulfénovej, kyseliny pyruvovej, kyseliny salicylovej, kyseliny

jantarovej alebo kyseliny vinnej.

49.Farmaceutickd zmes podla ktoréhokolvek z narokov 40 az 48, kde je aktivna
zlozka obsiahnutd v mnozstve dostatoénom na odstranenie alebo zmiernenie

ochorenia alebo na zastavenie jeho postupu.

50. Farmaceutickd zmes podla ktoréhokolvek z narokov 40 az 49, obsahuijlca jednu
alebo viac pridavnych aktivnych zloZiek uzitoénych pri liecbe takych ochoreni,
vybranych zo skupiny pozostavajucej z nesteroidnych protizapalovych Cinidiel,
steroidnych protizapalovych &inidiel, bronchodilatacnych &inidiel, antireumatickych
¢inidiel, imunomodulac¢nych ¢inidiel, imunosupresivnych Cinidiel, kortikosteroidov,

beta 2-agonistov a cholinergnych antagonistov.
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51. Farmaceutickd zmes podl'a naroku 50, kde davka pridavnych aktivnych zloziek je

znizena v porovnani s farmaceutickymi zmesami. obsahujuc len jednu

z pridavnych aktivnych zloziek.

52 Metéda na vyrobu farmaceutickej zmesi na lieCbu neinfekénych zapalovych
ochoreni s dominanciou neutrofilov u [udi i u zvierat, vybranych zo skupiny
zahffigjucej respiraény tiesflovy syndrom u dospelych (ARDS), emfyzém,
neutrofilnd dermatdzu vratane psoriazoformnych dermatéz, napriklad psoriazu a
Reiterov syndrém, autoimunitné dermatdzy, cievne neutrofiiné dermatozy,
napriklad leukocytoklasticka vaskulitida, Sweetov syndrom, pustularna
vaskulitida, erythema nodosum a dediénd maltska horacka, pyoderma
gangrenosum, autoimunitné ochorenie, pri  ktorom je infiltracia neutrofilov
opatovne vyvolané faktormi aktivovaného komplementu, najmé renalne ochorenie
vratane glomerulonefritidy a autoimunitné ochorenie charakterizované akutnymi
fazami s dominanciou neutrofilov, napriklad reumatoidna artritida, obsahujuce;
aktivnu zlozku azitromycin, jeho farmaceuticky prijatelny derivat, jeho
farmaceuticky prijatelny hydrat, jeho farmaceuticky prijatelny komplex alebo
cheldt a jeho farmaceuticky prijatelni sol, obsahujuc prisadu aktivnej zlozky
s primesami a s lubovolnymi pridavnymi aktivnymi zlozkami uzitocnymi pri liecbe
takych ochoreni, rozpustenim alebo suspendovanim vyslednej primesi v sterilnom
vodnom alebo vodno/alkoholovom roztoku s Upravou pH roztoku na hodnotu 4 az

7 pouzitim &inidliel na Gpravu pH a naplnenim do liekoviek alebo ampuliek.

53.Metdda podla naroku 52, kde pridavné aktivne zlozky su vybrané zo skupiny
pozostdvajice]  z nesteroidnych  protizapalovych  Cinidiel,  steroidnych
protizapalovych &inidiel, bronchodilatacnych dinidiel, antireumatickych Cinidiel,
imunomodulaénych &inidiel, imunosupresivnych ¢inidiel, kortikosteroidov, beta-2-

agonistov a cholinergickych antagonistov.



Tabulka 1
JEDNOT | Vychodiskovy | 2h.a30 | 24 hodin 28 dni
KY bod min.
DEGRANULACIA :
myeloperoxidaza (skore) 337429 326426 316+22* | 347#18
myeloperoxidaza 105+13 130£16* | 13117~ 11519
(hustota) Hg/mg 54,22x12,61 |70,85£19, | 26,742 51 | 70,0117,
myeloperoxidaza (PMN) | proteinu - 91 * 62
NAGA (PMN) nmol x 10
®buniekx | 4,15+01,6 1,1320,72 | 2,62+1,6* | 595+3,7
B-glukuronidéza (PMN) min™! *
nmol x 10 412427 1,58+0,4* | 15,37%11,
NAGA (sérum) ® buniek x 9,16x1,6 3,21£2,3 | 13,7+1,5* 4*
B-glukuronidéza (sérum) min”' 2,88+0,7 11,62#2,2 1 2,85+0,5 | 14,87+1,9
umol x I 3,01+0,6 *
x min™ 3,93£1,2*
pmol x |
x min™
CYTOKINY (sérum)
iL-1 pg/mi 0,291+0,11 1 0,633£0,1 ] 1,07+0,19* | 0,29+0,20
IL-6 pg/mi 3,4+1,05 5 2,6+1,48 | 1,1520,61
2,7£1,49 ”
CHEMOKINY (sérum) .
IL-8 pg/ml 29,47+1544 |10,61£3,8 | 14,60+10,7 | 23,0319,
GRO-a pg/mi 124,1£33,02 1* 5" 72
109,6430, | 107,9+27,8 | 90,4422.3
35* 3* 2"
APOPTOZA (WBC) apoptické
bunky/100| 0,333x0,655 |0,833+1,0 | 1,4171,24 | 2,583%2,0
OWBC 29 0 2%
ADHEZIVNE ,
MOLEKULY ng/ml 13,5942,90 |12,21+4,1|10,2942,12 | 10,7442,0
sV-CAM ’ 2 * 5*
OXIDATIVNY IMPULZ
(PMN) AU. 293351957 | 14774+11 | 505343804 | 9879+138
fMLP-luminol AA 0,020+0,014 75* * 80*
fMLP-cytochréom ¢ 0,007+0,0 - -
15* 0,018+0,01 | 0,0011x0,
0" 0010*
GLUTATIONPEROXIDA | mU/10 5,3+2,0 5,3+2,9 1,6+£1,3" 8,052
ZA (PMIN) *PMN
GLUTATIONREDUKTA mu/10° 9,63+1,16  |7,3921,23 | 7,91+£0,87* | 11,2742,2
ZA (PMN) PMN ! * 4*

"p<0,01 oproti vychodiskovému bodu (Wiicoxon).

P 71555 -04
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